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RESUMO 
 

A contaminação de rios com metais pesados vêm aumentando nas últimas décadas em 

resposta ao crescimento do setor industrial e seus dejetos, que frequentemente são despejados 

no ambiente sem que o tratamento adequado seja realizado. As implicações ambientais da 

contaminação dos ecossistemas naturais de água doce com níquel ainda são mal 

compreendidas, entretanto, a demanda global por este metal e as descargas antrópicas 

provenientes do setor industrial só aumentam. Embora o níquel não seja considerado 

altamente tóxico como outros metais, ele tem a capacidade de ser bioacumulativo e é, 

portanto, potencialmente perigoso para os peixes. Assim, é importante que seja desenvolvida 

uma compreensão mais profunda da fisiologia básica do níquel em peixes, tanto como um 

nutriente essencial quanto como um agente tóxico. Desse modo, o presente estudo teve como 

objetivo a análise do potencial genotóxico e mutagênico do níquel em peixes da espécie 

Oreochromis niloticus (Cichlidae), e a comparação das concentrações utilizadas deste metal 

nos bioensaios com a concentração limite, estabelecida pelo Conselho Nacional do Meio 

Ambiente (CONAMA). A resolução 357/05 do CONAMA, para controlar e taxar os limites 

máximos de contaminantes na água define que o limite máximo da concentração total de 

níquel permitida em corpos de água doce é de 0,025 mg/L Ni. Assim, os organismos-teste 

foram expostos a três diferentes concentrações de cloreto de níquel diluído, sendo que, a 

primeira concentração foi de 0,0125 mg/L, ou seja, metade da concentração máxima definida 

pelo CONAMA. A segunda concentração utilizada, 0,025 mg/L é o próprio limite de 

concentração estabelecido pela resolução. Por fim, a terceira concentração utilizada foi de 

0,050 mg/L, que consiste no dobro da concentração máxima total de níquel permitida em 

corpos de água doce. A exposição dos organismos-teste foi feita por 96 horas, e 

posteriormente, foi realizada a análise dos seus eritrócitos, utilizando o teste do micronúcleo e 

outras anormalidades nucleares e o ensaio do cometa com o objetivo de detectar possíveis 

alterações no DNA nuclear. As alterações nucleares mais encontradas no teste do micronúcleo 

e outras anormalidades nucleares, “notched”, “blebbled” e “lobed”, foram estatisticamente 

significativas nos tratamentos de 0,025 mg/L e 0,05 mg/L em relação ao controle negativo nos 

dois bioensaios realizados, demonstrando um potencial genotóxico do cloreto de níquel em 

solução. Além disso, no bioensaio de repetição, a maior concentração de NiCl2 (0,05 mg/L) 

mostrou significância estatística no número de micronúcleos encontrados em relação ao 

controle negativo, indicando uma possível ação mutagênica do NiCl2 em solução. Nas 

análises do ensaio do cometa do primeiro bioensaio, a concentração de 0,025 mg/L NiCl2 
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apresentou significância estatística de cometas classe 3 em relação ao grupo controle; 

enquanto no segundo bioensaio, os cometas de classe 3 foram estatisticamente significativos 

para a concentração de 0,05 mg/L de cloreto de níquel em relação ao tratamento com a menor 

concentração NiCl2 (0,0125 mg/L) e ao grupo controle. Assim, os resultados do ensaio do 

cometa também indicam um potencial genotóxico do NiCl2 em solução. De maneira geral, os 

resultados obtidos no teste do micronúcleo e outras anormalidades nucleares, bem como no do 

ensaio do cometa, demonstraram um potencial genotóxico do cloreto de níquel em solução, 

inclusive na concentração máxima de níquel permitida pelo CONAMA em corpos de água 

doce (0,025 mg/L). Além disso, na concentração mais alta de níquel testada (0,05 mg/L) 

também foi detectado um potencial mutagênico do NiCl2, indicando o risco das descargas 

antrópicas do níquel no ambiente, uma vez que, este é um metal pesado bioacumulativo. 



6 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

O impacto das atividades antropogênicas sobre o meio ambiente merece destaque 

dentre os temas para discussão na comunidade científica mundial, uma vez que essas 

atividades têm alterado significativamente a qualidade da água, do solo e do ar. A poluição 

dos recursos hídricos é um problema sério e pertinente. Atualmente, é crescente a 

preocupação em diagnosticar e monitorar a poluição ambiental aquática, uma vez que os 

ecossistemas de água doce, juntamente com os estuários, fornecem os sistemas mais baratos e 

convenientes para descarte de efluentes (ODUM, 1988). 

 A intervenção humana pode ser considerada como a maior responsável pela magnitude 

e freqüência da disposição de contaminantes, uma vez que a sua geração e utilização como 

subproduto de atividades industriais ocorre em escala exponencial, gerando diversos impactos 

em nível local e global, levando a um estresse contínuo da natureza e, conseqüentemente, a 

efeitos agudos ou crônicos à saúde dos ecossistemas e do homem (BRAYNER, 1998). 

Nas últimas décadas, a contaminação ambiental por metais pesados tem aumentado 

significativamente, principalmente com o desenvolvimento da indústria moderna 

(STEINKELNNER et al., 1998).  O problema da genotoxicidade causada por tais metais tem 

adquirido novas dimensões com o advento da era industrial. Estes metais chegam à biosfera 

através do ar, da água e do solo. São capazes de causar grandes impactos na estabilidade dos 

ecossistemas, podendo até causar efeitos adversos aos seres humanos, uma vez que podem 

provocar efeitos tóxicos agudos e câncer em mamíferos, devido aos danos causados ao DNA 

(MINISSI; LOMBI, 1997; STEINKELLNER et al., 1998; PATRA et al., 2004). 

De acordo com a Companhia Ambiental do Estado de São Paulo - CETESB (2006), os 

metais pesados surgem nas águas naturais devido aos lançamentos de efluentes industriais tais 

como os gerados em indústrias extrativistas de metais, indústrias de tinta e pigmentos e, 

especialmente, às de galvanoplastia, que se espalham em grande número nas periferias das 

grandes cidades. Além destas, os metais pesados podem ainda estar presentes em efluentes de 

indústrias químicas, como as de formulação de compostos orgânicos, indústria de couro, pele 

e produtos similares, indústrias de ferro e aço, lavanderias e indústrias de petróleo. 

A importância da preservação dos recursos hídricos tem levado a necessidade de 

monitorar e controlar a contaminação desses ambientes. Uma vez que, os metais pesados 

estão entre os contaminantes mais tóxicos e persistentes, suas fontes, transporte e destino 

precisam ser avaliados (CAMPOS, 2002).  
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Devido às baixas concentrações em que alguns poluentes são encontrados no meio 

ambiente, uma série de análises de genotoxicidade tem sido requerida na avaliação do 

potencial danoso desses químicos ambientais. Testes que avaliem a toxicidade e a 

genotoxicidade são indispensáveis para se verificar as reações dos organismos vivos à 

poluição e para indicar o possível efeito sinergístico de vários poluentes, uma vez que, 

análises físicas e químicas da água indicam somente a presença e a concentração de diferentes 

poluentes (MATSUMOTO et al., 2006). Logo, a utilização de organismos sensíveis, em 

ensaios de curto prazo, tais como plantas e animais aquáticos, se fazem necessários (MAJER 

et al., 2005). Assim sendo, o teste do micronúcleo, utilizando peixes, tem demonstrado ser 

uma técnica in vivo útil para testes de genotoxicidade e tem potencial para o monitoramento in 

situ da qualidade da água (KIM; HYUN, 2006). 

  Este teste detecta micronúcleos resultantes de quebras cromossômicas durante a 

divisão celular e/ou eventos de perda cromossômica resultantes de atrasos anafásicos 

(KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). Segundo Udroiu (2006), há uma ampla utilização deste 

teste em sangue periférico de peixes, para estudos de exposição crônica a diferentes tipos de 

poluentes ambientais, com propriedades clastogênicas e aneugênicas. Por meio deste teste, 

utilizando eritrócitos de peixes, é possível ainda detectar a presença de irregularidades na 

morfologia nuclear dos eritrócitos, com mecanismos de formação ainda não esclarecidos. 

Entretanto, de acordo com a literatura, essas irregularidades parecem estar relacionadas com 

falhas na divisão celular, processo de morte celular, genotoxicidade e/ou mutagenicidade 

(CORMAK, 1991; FENECH, 2000), sendo, portanto, complementares na análise de 

micronúcleos (SERRANO-GARCIA; MONTERO-MONTOYA, 2001; ÇAVAS; ERGENE-

GÖZÜKARA, 2005; SOUZA; FONTANETTI, 2007; HOSHINA et al., 2008).  

Assim como o teste do micronúcleo, o ensaio do cometa é amplamente aceito pelas 

agências internacionais como um método padrão para avaliar danos no DNA em células 

individuais; tem sido usado em uma grande variedade de aplicações, incluindo o 

biomonitoramento humano e ambiental e estudos de genotoxicidade (COLLINS, 2004). É 

muito usado no campo da genética toxicológica, sendo utilizado em testes in vitro e in vivo 

com células de animais e plantas (FAUST et al., 2004). Diversas pesquisas têm avaliado a 

sensibilidade do ensaio do cometa nos estudos de monitoramento de agentes que causam 

danos ao DNA de organismos marinhos ou de água-doce (PANDRANGI et al., 1995; NACCI 

et al., 1996; MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998; BELPAEME et al., 1998; WILSON et al., 

1998; SUMATHI et al., 2001; CHRISTOFOLETTI, 2008; FRENZILLI et al., 2009). Ainda 
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de acordo com Frenzilli et al. (2009), o ensaio do cometa é uma ferramenta amplamente 

utilizada no diagnóstico da genotoxicidade em ambientes aquáticos. 

Esta técnica detecta quebras no DNA induzidas diretamente por agentes genotóxicos, 

assim como fragmentações no DNA, causadas pela morte celular (JALOSZYN’SKI et al., 

1998) e sítios álcali-lábeis medindo-se a migração do DNA a partir de técnicas de eletroforese 

(SINGH et al., 1988). De acordo com Singh et al. (1988), é um método rápido e sensível para 

a quantificação de danos no DNA, em células individuais, induzidos por agentes genotóxicos. 

Tem as vantagens de ter uma aplicação relativamente fácil a qualquer tecido de interesse, 

detectando múltiplas classes de danos no DNA, gerando dados em nível de uma única célula 

(HARTMANN et al., 2003; CHRISTOFOLETTI et al., 2009). 

Portanto, sendo o níquel um metal pesado de crescente importância para a indústria e, 

tendo em vista o aumento de resíduos contendo o metal, devido ao desenvolvimento e 

crescimento da produção industrial, que poderão causar a contaminação do meio ambiente, 

fazem-se necessários estudos que demonstrem a potencialidade de indução de danos 

citotóxicos, genotóxicos e mutagênicos pelo níquel, para que medidas cabíveis sejam 

executadas diante de uma possível situação de contaminação prejudicial à biota. 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. O Níquel como substância tóxica 

   O níquel (Ni) é um metal pesado com peso atômico de 58,71. Os componentes de 

interesse predominante no níquel incluem óxido de níquel (NiO), hidróxido de níquel 

(Ni(OH)2, sulfato de níquel (NiSO4) e cloreto de níquel (NiCl2). Os sais de níquel de ácidos 

orgânicos fortes são solúveis em água, enquanto os sais de níquel de ácidos inorgânicos fracos 

são insolúveis. O níquel é resistente à corrosão pelo ar, água e por agentes alcalinos 

(VILAPLANA et al., 1991). 

   O Ni é o 24o metal em abundância na crosta terrestre. As fontes mais importantes de 

níquel são os minérios na forma de sulfeto de níquel. O processamento de minerais, assim 

como a produção e o uso do Ni tem causado contaminação ambiental por este metal 

(MCGRATH; SMITH, 1990). Segundo Moore e Ramamoorthy (1984), o principal uso do Ni 

é na produção de ligas, na indústria de galvanoplastia, fabricação de baterias (baterias de Ni-

Cd), produtos de petróleo, pigmentos e como catalisadores.  Estima-se que aproximadamente 

180.000 toneladas de Ni são geradas, por ano, pela queima de combustíveis fósseis e 

processos industriais (IARC, 1990). 
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A Agência Internacional para Pesquisa do Câncer (IARC), concluiu em 1990, que os 

componentes de Ni são carcinogênicos para os seres humanos, visto que a maioria dos 

experimentos em animais in vivo e os dados de genética toxicológica in vitro demonstraram 

que as partículas de Ni insolúveis eram as mais carcinogênicas. Entretanto, os dados mais 

recentes de epidemiologia humana e experimental sugerem que os compostos de Ni solúveis 

podem representar um risco igual.  

 

2.2. Especiação do níquel em água doce 

Apesar do níquel poder existir em qualquer um dos estados de oxidação, é o estado +2 

o predominante nos ambientes naturais (NRIAGU, 1980). De acordo com a classificação de 

metais de Nieboer e Richardson (1980), o níquel apresenta forte afinidade pelo oxigênio e 

nitrogênio e pouca afinidade com o enxofre. 

Em condições de grande disponibilidade de oxigênio, o níquel apresenta-se como uma 

espécie aquosa livre e os hidróxidos de Fe e Mn controlam a sua especiação. Já em condições 

de hipóxia ou anóxia, sulfetos controlam a especiação do níquel por meio da formação de 

compostos insolúveis. Em águas com valores de pH correspondentes à condição típica da 

maioria dos sistemas aquáticos, entre 5 e 9, o cátion divalente de níquel, Ni+2, é a espécie 

dominante quando ocorre a ausência de carbono orgânico dissolvido. Em níveis mais altos de 

pH, as espécies de hidróxido de níquel dominam a especiação (PYLE; COUTURE, 2011).  

Como outros metais, o níquel forma complexos com o carbonato, como NiCO3; no 

entanto, ao contrário de outros metais, as espécies de carbonato de níquel não possuem tanta 

importância em ecossistemas naturais. A formação de espécies de carbonato por outros 

metais, como Cu ou Pb, libera sítios de ligação em oxihidróxidos de Mn permitindo a 

adsorção de Ni (RICHTER; THEIS, 1980). Conseqüentemente, embora as espécies de 

carbonato de níquel desempenhem papéis relativamente menores na especiação do Ni, a 

presença de carbonatos dissolvidos representa um importante, embora indireto, papel na 

especiação desse metal (GREEN-PEDERSEN et al., 1997).  

Em águas doces naturais, 99% do Ni dissolvido está associado à complexos orgânicos, 

sendo a taxa de formação desses complexos muito lenta (XUE et al., 2001). A instabilidade 

desses complexos irá depender da natureza da matéria orgânica e da química do meio aquoso 

(MANDAL et al., 2000), de modo que, na água do mar e em menor medida na água doce, 

esses complexos costumam ser muito estáveis (NIMMO et al., 1989). Assim, o níquel ligado 

à complexos orgânicos estáveis não poderá distribuir-se a todos os ligantes disponíveis no 

sistema por um longo período de tempo (XUE et al., 2001). 
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Dessa forma, em ambientes naturais, a distribuição de níquel nunca pode realmente 

atingir o equilíbrio. Isso ocorre porque, após a entrada do Ni em um ecossistema aquático, 

este pode manter as suas especiações originais por um longo tempo, causando a interrupção 

da distribuição de Ni pré-existente no sistema. Além disso, o cátion divalente Ni+2 ao entrar 

em sistema ácido pode exigir longos períodos de tempo para formar complexos orgânicos. 

Como resultado desse desequilíbrio, o Ni+2, cátion divalente mais tóxico, pode persistir em um 

sistema por um período muito maior do que outros metais sob às mesmas condições (PYLE; 

COUTURE, 2011). 

 

2.3. Mecanismos de toxicidade aguda do níquel 

Buhl e Hamilton (1991) classificaram o níquel como o quarto metal mais tóxico dentre 

oito metais testados, considerando a ordem do mais tóxico para o menos tóxico 

Cd>Ag>Hg>Ni>Au>As>Se>Cr, em três espécies de peixes. 

A toxicidade do níquel é influenciada pela dureza da água, pH, sólidos suspensos 

totais, salinidade, espécies e grau de desenvolvimento dos peixes. Geralmente, a toxicidade 

aguda (96h CL50), ou seja, concentração letal média (a concentração de um agente tóxico 

requerida para matar 50% dos animais de teste após uma exposição de 96 horas) é de 

aproximadamente 4-14 mg L-1 em água mole e 24-44 mg L-1 em água dura (BIRGE; BLACK, 

1980).  Essas faixas de concentração de toxicidade aguda são altas, considerando faixas 

demarcadas por concentrações de magnitude g L-1 exibidas por outros metais, como o Cd e 

Hg. Dessa forma, a toxicidade aguda do níquel é considerada relativamente baixa (PYLE; 

COUTURE, 2011). 

Além disso, segundo Hall e Anderson (1995), o níquel é mais tóxico em água doce do 

que em ambientes salinos, provavelmente por causa da presença de outros cátions na água 

salgada, como Na+, Ca+2, Mg+2, que competem com os íons níquel por sítios de ligação. 

 

2.4. Efeitos genotóxicos e mutagênicos do níquel  

Dados da genética toxicológica e molecular mostram que o NiCl2 pode, de fato, ser 

genotóxico e mutagênico, especialmente quando as células são expostas por longos períodos 

(KLEIN; COSTA, 2007). De acordo com Grimsrud (2003) análises recentes sobre a taxa de 

mortalidade, por câncer, em trabalhadores de refinarias de Ni mudaram as opiniões sobre o 

efeito carcinogênico das diferentes espécies deste metal.  As espécies de Ni mais potentes na 

indução de câncer de pulmão, em seres humanos, parecem ser os sais solúveis em água, como 

o NiCl2 e o NiSO4. 
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Compostos de Ni são capazes de produzir quebras de fitas simples no DNA, bem 

como aberrações cromossômicas e ligações cruzadas de proteína-DNA (ROBINSON et al., 

1982; PATIERNO; COSTA, 1985; MISRA et al., 1993). Entretanto, foi sugerido que o Ni não 

está diretamente envolvido na formação de pontes cruzadas DNA-proteína, mas atua como 

agente catalisador desse processo através de mecanismos indiretos, que podem incluir a 

formação de radicais de oxigênio (KASPRZAK, 1991). 

Um possível modo de ação para compostos solúveis de Ni causarem danos ao DNA é 

por meio da indução da formação de radicais OH (KLEIN et al., 1991). O Ni+2 pode ligar-se a 

determinados ligantes na célula, tais como o nitrogênio imidazólico da histidina e, como 

conseqüência é oxidado em Ni+3 por oxidantes fortes, tais como peróxido de hidrogênio e 

orgânicos hidroperóxidos (DATTA et al., 1992). A transformação Ni+2/Ni+3 resulta na 

formação de radicais de oxigênio, o que pode levar à oxidação de bases do DNA ou aumentar 

a peroxidação lipídica (KLEIN et al., 1991). Desse modo, a carcinogênese pode ser induzida 

diretamente pelo radical OH ou através da peroxidação lipídica (SHI et al., 1998).  

Estudos têm mostrado que os compostos de níquel solúveis em água, como o NiCl2, 

mostraram-se mais potentes na indução de danos no DNA e de estresse oxidativo (STINSON 

et  al., 1992; LYNN et al., 1997). Sunderman et al. (1985)  relataram que o tratamento com 

NiCl2 induz a peroxidação lipídica. Ainda, segundo Sunderman et al. (1988), a exposição ao 

Ni produziu efeitos hematológicos em animais e seres humanos. Em humanos, observou-se 

um aumento transitório nos reticulócitos do sangue, após o consumo de água contendo NiSO4 

e NiCl2. Além disso, um estudo de Kawanishi et al. (1989) demonstrou que o Ni+2 reage com 

H2O2 para a produção de espécies reativas de oxigênio capazes de causar danos ao DNA.   

A toxicidade do Ni na biota aquática varia amplamente e é influenciada por fatores 

como pH, oxigênio dissolvido, dentre outros fatores. Na água, o metal é tóxico para plantas em 

concentrações de aproximadamente 500 μg.L-1; afeta a reprodução de crustáceos na água doce, 

quando atinge cerca de 95 μg.L-1. Em concentrações de 300 μg.L-1 pode matar larvas de 

moluscos marinhos e acima de 730 μg.L-1 é prejudicial à reprodução de pequenos peixes de 

água doce (ROEKENS, 1988; MARQUES, 1993).  

Muitas investigações genotóxicas in vitro, examinaram o efeito do Ni utilizando o 

ensaio do cometa. Entretanto, os estudos in vivo ainda são limitados e contraditórios 

(DANADEVIA et al., 2004). Esses mesmos autores concluíram que o NiCl2 é potencialmente 

genotóxico, capaz de induzir danos ao DNA dos leucócitos de camundongos e que este ensaio 

foi um método adequado para detectar tais danos. 
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   Entretanto, apesar dos compostos de Ni serem comprovadamente carcinogênicos seus 

mecanismos de ação ainda permanecem desconhecidos. Estudos realizados com Ni+2 em 

combinação com a luz UV demonstraram uma inibição no reparo do DNA de células de 

mamíferos em cultura. As possíveis razões para a inibição do reparo são mudanças estruturais 

do DNA ou interações diretas com enzimas de reparo, promovidas pela competição do Ni 

com íons metálicos essenciais, como Mg+2 e Zn+2.  A interferência dos compostos de Ni em 

processos de reparação do DNA pode ser considerada um mecanismo importante, pois torna a 

célula mais susceptível a um amplo espectro de danos no DNA induzidos por fatores 

endógenos ou exógenos (HARTWIG et al., 1994).  

   Segundo Kasprzak et al. (2003), o amplo espectro dos efeitos epigenéticos do Ni inclui 

alteração na expressão gênica resultando na hipermetilação do DNA, bem como a ativação ou 

silenciamento de determinados genes, além da transcrição de fatores, especialmente àqueles 

envolvidos na resposta celular à hipoxia. Assim, as investigações da carcinogênese causada 

pelo Ni devem ser destinadas ao desenvolvimento de tratamentos que possam inibir ou evitar 

a interação de Ni+2 com moléculas alvo ou íons de metais essenciais e assim evitar adversos 

para a saúde do ser humano. 

 

2.5. Oreochromis niloticus como bioindicador para o monitoramento ambiental 

Os efeitos que os metais podem causar aos organismos podem ser observados através 

do uso de bioindicadores, os quais são importantes no diagnóstico dos efeitos que estes 

elementos químicos podem causar aos sistemas biológicos (MELA, 2004). 

De acordo com Albuquerque (2007), o aumento da quantidade de contaminantes no 

ecossistema aquático necessita do entendimento do efeito biológico de xenobiontes na biota 

aquática. O reflexo do comprometimento ambiental de um ecossistema aquático pode ser 

evidenciado utilizando peixes, devido a seu alto nível trófico e a sua grande importância na 

dieta alimentar do ser humano. Estas características contribuem para que os peixes sejam 

espécies alvo para pesquisas de avaliação de impactos no ambiente aquático e/ou avaliação de 

risco, em que são utilizados como marcadores biológicos. Assim, peixes são intensamente 

utilizados como bioindicadores em avaliações de contaminação ambiental. 

A tilápia (Oreochromis sp) foi introduzida no Brasil, em Pentecoste (Ceará), pelo 

Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS), no ano de 1971, procedente da 

Costa do Marfim, África (CASTAGNOLLI, 1992). Por ser uma espécie rústica e precoce, é 

muito cultivada nas regiões nordeste, sul e sudeste.  
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A espécie tilápia do Nilo (O. niloticus) é originária da bacia do rio Nilo, no Leste da 

África (CARVALHO, 2006). Pertencente à família Cichlidae (SANTOS, 1977), apresenta 

coloração cinza azulada, corpo curto e alto, cabeça e cauda pequenas (GALLI; TORLONI, 

1984). A característica principal que distingue O. niloticus é a presença de listras verticais por 

todo comprimento da nadadeira caudal (COSTA-PIERCE, 2003). 

É uma espécie de peixe cujo cultivo, bem como importância, vem crescendo, sendo 

atualmente uma das mais importantes aqüiculturas do mundo, atrás apenas da cultura de 

carpas e salmonídeos. Além disso, é a espécie de tilápia cultivada mais importante, 

representando mais de 80% da produção total de tilápias (MOUSA; MOUSA, 1999; AL-

SHAMSI et al., 2006). Esta espécie, que é primariamente, porém não estritamente herbívora, 

teve sua cultura favorecida em virtude de características como rápido crescimento, grande 

resistência às condições adversas e doenças, adaptabilidade à diversos tipos de meios e 

ambientes, entre outros (CHARO-KARISA et al., 2006; PONCE-MARBÁN et al., 2006). 

Outra característica que torna vantajosa a criação de tilápias é a capacidade do 

organismo de obter um ótimo desenvolvimento em grandes concentrações populacionais, 

característica que diminui o custo de manutenção per capita (PONCE-MARBÁN et al., 

2006). Ainda segundo Ponce-Marbán et al. (2006), há estudos que demonstram que a tilápia 

possui uma grande resistência à ação de xenobióticos, podendo habitar diversos sítios 

possivelmente contaminados por metais pesados. Alguns trabalhos demonstraram ainda uma 

capacidade da tilápia em remover detritos e contaminantes orgânicos por meio de uma 

acumulação destes resíduos. 

Segundo Girón-Pérez et al. (2007), a tilápia do Nilo é um ótimo modelo para avaliação 

do ecossistema aquático e para realização de estudos toxicológicos. Os peixes, como um todo, 

são excelentes para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade de retirar, estocar e 

bioacumular compostos e/ou poluentes em seus organismos (STREIT, 1998). 

Al-Sabti e Metcalfe (1995) afirmaram que peixes são amplamente utilizados em 

avaliações ambientais, por apresentar, quando expostos a substâncias químicas perigosas, 

metabolismo similar aos vertebrados superiores, devido à proximidade evolutiva que 

possuem. Os resultados obtidos, por exemplo, em testes de teratogênese e carcinogênese, 

podem ser utilizados como indicativos de efeitos semelhantes para outros vertebrados, 

inclusive para humanos (HARSHBARGER; CLARK, 1990). 
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2.6. Teste do micronúcleo 

O teste do micronúcleo é um ensaio citogenético comumente usado em vários sistemas 

biológicos, para o monitoramento de genotoxicidade ambiental (MERSCH; BEAUVAIS, 

1997). 

Para Heddle et al. (1983), uma das técnicas mais promissoras, baratas e rápidas para a 

avaliação genotoxicológica é o teste do micronúcleo. Micronúcleos são pequenas massas 

intracitoplasmáticas de cromatina com aparência de um pequeno núcleo, resultantes de 

quebras cromossômicas e/ou aneuploidia durante a divisão celular (HEDDLE et al., 1973; 

AL-SABTI; METCALFE, 1995; GRISOLIA; STARLING, 2001). Durante a telófase, o 

envelope nuclear é formado ao redor do cromossomo inteiro ou do fragmento cromossômico 

perdido, que se descondensa e, gradualmente vai assumindo a morfologia de um núcleo 

interfásico, com exceção do tamanho, pois este é bem menor que o núcleo principal, razão 

pela qual é chamado de micronúcleo (FENECH, 2000). 

Embora o micronúcleo possa se originar espontaneamente, a sua indução é comumente 

utilizada para se detectar danos no material genético, resultantes da exposição a um agente 

mutagênico (HEDDLE et al., 1973). Logo, o teste do micronúcleo tem se mostrado uma 

técnica promissora in vivo para avaliar a mutagenicidade e a qualidade da água (AL-SABTI; 

METCALFE, 1995; GRISOLIA; STARLING, 2001).  

Vários estudos têm mostrado que eritrócitos de peixes têm alta incidência de 

micronúcleos, após exposição a diversos poluentes sobre condições de campo e de laboratório 

(MINISSI et al., 1996; RUSSO; ROCCO, 2004; MATSUMOTO et al., 2006). Na literatura, 

consta que de maneira geral, para a realização do ensaio do micronúcleo, podem ser 

amostradas células de vários tecidos como brânquias, fígado, rim e sangue periférico.   

O teste do micronúcleo não é considerado uma técnica vantajosa apenas pela 

simplicidade de análise de resultados, mas também pela possibilidade de aplicação em 

qualquer população celular, em proliferação, não sendo necessário o conhecimento cariotípico 

prévio do organismo-teste empregado (HAYASHI et al., 1998). Desta forma, o teste do 

micronúcleo foi originalmente desenvolvido com a utilização de eritrócitos policromáticos de 

medula óssea de roedores, por Maier e Schmid (1976), sendo mais tarde estendido para 

eritrócitos circulantes (MAcGREGOR et al., 1980). Desde então, modificações no teste do 

micronúcleo têm sido realizadas com o intuito de aplicá-lo aos mais diversos organismos-

teste. 

O teste do micronúcleo tem sido aplicado, também com sucesso, em eritrócitos de 

peixes (HOSE et al., 1987; GRISOLIA; STARLING, 2001; SOUZA; FONTANETTI, 2006). 
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Os eritrócitos de peixes são especialmente preferidos para este teste, pois sendo nucleados, os 

micronúcleos podem ser marcados facilmente como resultado de atividade clastôgenica dos 

contaminantes; assim sendo este teste pode ser considerado como um indicador bastante 

sensível da exposição crônica a contaminantes aquáticos (AL-SABTI; METCLAFE, 1995; 

LEMOS et al., 2005). 

Concomitantemente ao teste do micronúcleo, outras anormalidades nucleares podem 

ser observadas e quantificadas. Alterações morfológicas no envoltório nuclear de eritrócitos 

de peixe foram descritos por Carrasco et al. (1990) como “blebbed” (núcleos que apresentam 

uma pequena evaginação nuclear, que parece conter cromatina), “lobed” (núcleo que 

apresenta uma evaginação maior que os núcleos em “blebbed”) e “notched” (núcleo que 

apresenta uma invaginação pronunciada) e alterações nucleares como núcleos vacuolizados 

(núcleo que apresenta uma região desprovida de material genético – vacúolo). 

Muitos estudos observaram variações na morfologia nuclear de eritrócitos de peixes 

(HOSE et al., 1987; SANCHEZ-GALAN et al., 1999), que foram interpretadas por Ayllon e 

Garcia-Vasquez (2000) como lesões nucleares análogas aos micronúcleos. Alguns autores 

afirmam que essas anormalidades são induzidas por compostos genotóxicos (METCALFE, 

1988; AYLLON; GARCIA-VASQUEZ; 2000). Contudo, ainda não é totalmente esclarecido 

o mecanismo de formação dessas alterações nucleares. Entretanto, mesmo assim, estudos 

indicam que as anormalidades nucleares são induzidas em resposta a exposição a 

contaminantes (PALHARES; GRISOLIA, 2002). 

 

2.7. Ensaio do Cometa 

Östling e Johanson (1984) foram os primeiros a desenvolver uma técnica de 

eletroforese em gel para detectar danos no DNA em células únicas, o teste do cometa, que 

também é conhecido como SCGE (single cell gel electrophoresis). Essa técnica micro-

eletroforética permite a visualização direta de danos no DNA em células individuais, 

possibilitando assim a análise do comportamento do DNA em cada célula e sua organização 

dentro de cada nucleóide.  

O ensaio do cometa é um teste utilizado com eficiência no biomonitoramento 

ambiental. Permite a avaliação de danos em células em proliferação ou não, in vivo ou in 

vitro, além de ser um método de estudo genotoxicológico sensível (MONTEITH; 

VANSTONE, 1995). Este ensaio combina a simplicidade de técnicas bioquímicas para 

detecção de quebras de fita simples de DNA e/ou sítios álcali-lábeis com as abordagens 
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típicas dos ensaios citogenéticos em células (HARTMANN; SPEIT, 1997; SOUZA et al., 

2006).  

O princípio básico do teste do cometa é a migração do DNA em uma matriz de 

agarose sob condições eletroforéticas. Quando observadas em microscópio, as células têm a 

aparência de um cometa, com cabeça (região nuclear) e uma cauda contendo os fragmentos de 

DNA que migraram em direção ao pólo positivo (HARTMANN et al., 2003). Dessa forma, 

quanto maior a cauda do cometa maior foi o dano genético induzido no nucleóide. Portanto, o 

ensaio do cometa é capaz de detectar quebras no material genético das células (SINGH et al., 

1988), entretanto, essas lesões são consideradas primárias e, dessa forma, são passíveis de 

reparo. Assim, podem ou não resultar em alterações genéticas (COLLINS et al., 1997). 

A análise do ensaio do cometa pode ser realizada visualmente ou por meio do uso de 

programas específicos. Visualmente, as células podem ser classificadas de acordo com a 

categoria de migração da cauda em quatro classes (0, 1, 2 e 3), sendo que a classe 0 representa 

nenhum ou mínimo dano e a classe 3 representa máximo dano. É classificado em classe 0 

quando não há migração de fragmentos de material genético (cauda); em classe 1, quando o 

tamanho da cauda do cometa não excede o diâmetro da cabeça; em 2 quando o tamanho da 

cauda é entre um a duas vezes o tamanho da cabeça e em classe 3, quando o tamanho da 

cauda é maior que duas vezes o tamanho da cabeça (COLLINS et al., 1997). 

 É considerado um teste sensível, rápido e eficiente. Quando comparado com outros 

testes de genotoxicidade, as vantagens do ensaio do cometa consistem no requerimento de 

pequeno número de células para a detecção de pequenos danos no DNA, flexibilidade, 

precisão, fácil aplicação, reprodutibilidade e curto período de tempo para a realização do 

experimento (BELPAEME et al., 1998; TICE et al., 2000; BÜCKER et al., 2006).  

Dentre as inúmeras aplicações do ensaio do cometa, a eficiência da técnica para a 

detecção do potencial genotóxico de contaminantes aquáticos tem sido descrita por muitos 

autores (KOSZ-VNENCHAK; ROKOSZ, 1997; SASAKI et al.,1997; AVISHAI et al., 2002, 

MATSUMOTO et al., 2004). Dessa forma, o ensaio do cometa tem sido aplicado com sucesso 

em eritrócitos de várias espécies de peixes para a avaliação da poluição ambiental, 

destacando, assim, a sensibilidade das células sangüíneas destes animais aos efeitos 

genotóxicos (PADRANGI et al., 1995; NACCI et al., 1996; BELPAEME et al., 1998; 

GONTIJO et al., 2003; MATSUMOTO et al., 2006; SOUZA; FONTANETTI, 2007; 

VENTURA et al., 2008). 

 Mitchemore e Chipman (1998) listaram uma série de estudos desenvolvidos utilizando 

o ensaio do cometa, em diferentes organismos aquáticos. Neste trabalho, os autores discutiram 
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as vantagens e desvantagens da utilização deste ensaio, comparando-o com outras técnicas 

para detecção de quebras na fita de DNA, além de discutirem a aplicabilidade do ensaio em 

estudos de monitoramento ambiental. 

Segundo Lee e Steinert (2003), o ensaio do cometa foi considerado um teste eficiente 

para a avaliação de danos no DNA promovidos por contaminantes ambientais, tanto em 

peixes marinhos como dulcícolas. 

 Souza e Fontanetti (2007) através do ensaio, utilizando O. niloticus como organismo 

teste, constataram comprometimento da água em locais de despejo de efluentes de uma 

refinaria de petróleo no rio Paraíba do Sul. 

 Maschio (2009) em um estudo para avaliar o possível potencial mutagênico e 

genotóxico dos químicos contidos nos efluentes domésticos e urbanos despejados ao longo do 

rio Preto, utilizando O. niloticus como organismo teste para a detecção de danos genotóxicos 

e mutagênicos, descreveu o ensaio do cometa e o teste de anormalidades nucleares e 

micronúcleos como os mais sensíveis aos poluentes de amostras de água do rio. 

 

3. OBJETIVOS 

O objetivo geral do projeto foi avaliar o potencial genotóxico e mutagênico do níquel 

em eritrócitos de tilápias (Oreochromis niloticus). 

Os objetivos específicos foram: 

 Avaliar o potencial genotóxico do cloreto de níquel por meio do ensaio do 

cometa e pela presença de anormalidades nucleares em eritrócitos de tilápias, 

pelo teste do micronúcleo associado às anormalidades nucleares; 

 Avaliar o potencial mutagênico do cloreto de níquel pela presença de 

eritrócitos micronucleados em tilápias, pelo teste do micronúcleo.   

 Comparar as concentrações utilizadas do sal NiCl2, com a concentração limite 

de níquel em corpos d’água doce, estabelecida pelo Conselho Nacional do 

Meio Ambiente (CONAMA). 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

Este projeto foi aprovado pelo “Comitê de Ética de Uso Animal” do Instituto de 

Biociências da Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho – Campus de Rio 

Claro, protocolo nº 4930 de 03.08.10. 
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4.1. Material biológico 

A espécie de peixe Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida 

popularmente por tilápia do Nilo, foi utilizada neste trabalho como organismo teste. Foram 

utilizados cinco espécimens em cada bioensaio, num total de 20 indivíduos, com tamanho 

médio de 10 cm, para evitar diferenças intra-específicas relacionadas ao tamanho e idade dos 

peixes. Os espécimes, oriundos de piscicultura, foram trazidos ao Departamento de Biologia, 

UNESP – campus de Rio Claro, onde foram aclimatados em tanque, a temperatura média de 

23°C, com sistemas de filtragem e aeração.  

 

4.2. Níquel como substância tóxica 

O tóxico que foi utilizado é caracterizado como metal pesado. Para a montagem dos 

bioensaios foi utilizado o cloreto de níquel hexahidratado PA, da marca Synth, CAS number 

C.1055.01.AF  e peso molecular 237,70. 

No Brasil é utilizada a resolução do CONAMA, no 357 de 25 de março de 2005,  para 

controlar e taxar os limites máximos de contaminantes. Segundo essa resolução, o limite 

máximo da concentração total de níquel permitida em corpos de água doce é de 0,025 mg/L 

Ni. 

Assim, foram utilizadas três concentrações do sal cloreto de níquel (NiCl2) nos 

bioensaios com tilápias. A primeira de 0,0125 mg/L, ou seja, metade da concentração máxima 

definida pelo CONAMA. A segunda concentração utilizada, 0,025 mg/L é o próprio limite de 

concentração estabelecido pela resolução. A terceira concentração é 0,050 mg/L, que consiste 

no dobro da concentração máxima total de níquel permitida em corpos de água doce. 

 

4.3. Bioensaios com O. niloticus  

Para os bioensaios foram utilizados quatro aquários, com capacidade de 40 L cada. Em 

um deles, foi realizado o controle negativo, com 30 litros de água de poço artesiano. Os três 

aquários restantes receberam 30 litros de água cada um e, respectivamente, três concentrações 

do sal NiCl2: a primeira foi 0,0125 mg/L, a segunda concentração utilizada foi 0,025 mg/L e a 

terceira concentração foi 0,050 mg/L, baseadas na resolução do CONAMA para taxar o limite 

máximo de níquel em corpos d’água doce. 

Os aquários receberam aeração por 48 horas. Após esse período, cinco peixes foram 

colocados aleatoriamente em cada aquário, após aclimatação, onde permaneceram por 96 

horas, a fim de que fossem estimados os efeitos do NiCl2. 
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4.4. Metodologia  

 

4.4.1. Teste do micronúcleo e outras anormalidades nucleares com eritrócitos circulantes 

  Na confecção das lâminas para o teste do micronúcleo associado às anormalidades 

nucleares, foi retirado aproximadamente 0,3 cm³ de sangue, de cada peixe vivo, por meio de 

punção cardíaca, utilizando seringas heparinizadas. Após a punção, a agulha foi limpa com 

papel absorvente, a fim de se evitar a contaminação do sangue com líquido corporal e/ou 

muco. A primeira gota de sangue foi descartada, também para evitar a contaminação do 

sangue, sendo utilizadas as gotas posteriores para a confecção das lâminas, por meio da 

técnica de esfregaço sanguíneo (extensões sanguíneas). 

  Três extensões sangüíneas foram realizadas para cada indivíduo. As lâminas foram 

fixadas em etanol absoluto por 10 minutos e secas à temperatura ambiente. Para a coloração 

do material, as lâminas foram submetidas à reação de Feulgen, com uma hidrólise ácida (HCl 

1 N) de 11 minutos, em banho-maria, à 60°C (MELLO; VIDAL, 1978), e posteriormente 

colocadas em cubetas de vidro com reativo de Schiff durante 2 horas. Logo após, as lâminas 

foram lavadas com água destilada e secas à temperatura ambiente. 

  Para cada peixe foram analisados 3.000 eritrócitos, sob objetiva de imersão, para a 

determinação da freqüência de células micronucleadas. Eritrócitos portadores de 

micronúcleos foram contabilizados para a avaliação do potencial mutagênico. Para a 

identificação de micronúcleos, alguns critérios foram adotados, segundo Huber et al. (1983): 

boa preservação e coloração do citoplasma e do núcleo; micronúcleo e o núcleo principal 

dentro do mesmo citoplasma; ausência de conexão entre núcleo e micronúcleo; o diâmetro 

máximo do micronúcleo não deve ultrapassar a metade do núcleo (se for maior, a célula será 

considerada como binucleada); manutenção da esfericidade do núcleo e micronúcleo. 

  Na avaliação do potencial genotóxico, foram consideradas os eritrócitos portadores de 

anormalidades nucleares, segundo a classificação de Carrasco et al. (1990) como: “blebbed 

nuclei”, que corresponde a uma evaginação relativamente pequena do envoltório nuclear, o 

qual aparenta conter eucromatina ou, algumas vezes, heterocromatina; “lobed nuclei”, 

correspondendo a núcleos com evaginações maiores que os “blebbeds”, mas sem a mesma 

delimitação. Alterações morfológicas do núcleo foram incluídas nesta categoria, por exemplo, 

aumento da superfície nuclear, formando múltiplos lóbulos, caracterizando um núcleo 

disforme; “notched nuclei”, descrito como uma invaginação da membrana. Ainda de acordo 

com este autor, núcleos “notched” parecem não conter material nuclear no local invaginado.   
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 Para o teste estatístico foi utilizado uma comparação dos resultados de cada grupo de 

tratamento, por meio do teste de Kruskal-Wallis. 

 

4.4.2. Ensaio do Cometa utilizando sangue periférico 

  Para o ensaio do cometa, a metodologia utilizada foi a técnica alcalina, baseada em 

Singh et al. (1988) e Christofoletti et al. (2009).  A princípio, as lâminas foram mergulhadas 

em agarose normal (ponto de fusão normal) 1,5% à 60°C, e posteriormente secas e 

armazenadas. Após a punção cardíaca, com seringas devidamente heparinizadas, uma amostra 

de 5 μL do sangue dos peixes foi diluída em 1.000 μL de PBS. As lâminas pré-gelatinizadas 

foram montadas com 10 μL da suspensão celular + 120 μL de agarose de baixo ponto de 

fusão (0,5%) à 37°C. Foi adicionada uma lamínula sobre cada lâmina, levando-as à geladeira, 

por 20 minutos, para solidificação do gel. Decorrido este tempo, as lamínulas foram 

removidas e as lâminas foram mantidas em solução de lise gelada e recém-preparada (1 mL 

de triton X-100, 20 mL de DMSO e 79 mL de solução de lise estoque: NaCl 2,5M, EDTA 

100mM, Tris 10mM, pH 10,0-10,5), em geladeira, por no mínimo uma hora, protegidas da 

luz.  

  A solução de lise possui propriedades detergentes e contem altas concentrações de 

sais, que promovem a desintegração das membranas celulares. Após a lise, as lâminas foram 

transferidas para uma cuba horizontal de eletroforese contendo tampão alcalino (NaOH 

300mM + EDTA 1mM, pH~13) à 4°C. A cuba foi disposta em um banho de gelo e a corrida 

de eletroforese foi realizada com voltagem constante (25V) e amperagem de 280-300 mA, por 

20 minutos. Durante o tratamento alcalino, ocorre o relaxamento e a desespiralização dos 

sítios de rompimento da molécula de DNA. As lâminas foram, então, neutralizadas com 

tampão (Tris-HCl 0,4M, pH 7,5) por 15 minutos para a remoção de sais e detergentes, secas a 

temperatura ambiente e fixadas em etanol 100%, por 10 minutos, para precipitar o DNA e 

secar a agarose. Toda a metodologia acima foi realizada na ausência de luz. 

As lâminas ficaram acondicionadas à temperatura ambiente para a secagem e 

estocadas a seguir. A coloração foi realizada com Gel Red no momento da análise.  

 Para cada peixe foram analisados aleatoriamente 100 nucleóides, num total de 500 por 

tratamento, mais o controle. Para a análise, foi utilizado microscópio de fluorescência, filtro 

B-34 (excitação: i=420-490 nM, barreira: I=520 nM), em objetiva de 40x. 

 Para a quantificação de migração e a análise de distribuição dos cometas, dois 

parâmetros de genotoxicidade foram utilizados: classificação visual dos cometas/nucleóides e 

escore do dano (RIGONATO et al., 2005). 
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 De acordo com a migração dos fragmentos de DNA, a classificação dos nucleóides 

dar-se-à: 

 Classe 0: nenhum dano aparente, ou seja, nucleóides que não apresentam cauda; 

 Classe 1: pequeno dano, ou seja, nucleóides apresentando um tamanho de cauda 

inferior ao diâmetro da cabeça; 

 Classe 2: dano médio, ou seja, com nucleóides apresentando um tamanho de cauda 

equivalente a uma ou duas vezes o tamanho do diâmetro da cabeça; 

 Classe 3: dano grande, ou seja, com nucleóides apresentando o tamanho da cauda 

superior a duas vezes o diâmetro da cabeça. 

 O escore de cada tratamento foi verificado multiplicando-se o número dos nucleóides 

observados em cada classe de dano pelo valor da classe (0, 1, 2 e 3). Logo, os escores podem 

variar de zero (todas as células sem dano – 0x100) a 300 (todas as células com dano máximo 

– 3x100). Os nucleóides totalmente fragmentados não foram considerados, pois representam 

células em processo de morte celular (HARTMANN; SPEIT, 1997).  

 Os resultados foram apresentados como freqüência de células com dano, distribuição 

de classes e o escore de dano. A análise estatística foi realizada pelo método de Kruskal-

Wallis, com p<0,05.  

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Os resultados serão apresentados na forma de um artigo científico que será submetido 

à uma revista especializada da área. 

 

- ARTIGO: Genotoxic and mutagenic effects of nickel in erythrocytes of Oreochromis 

niloticus (Cichlidae) 
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RESUMO 

As implicações ambientais da contaminação dos ecossistemas naturais de água doce com 

níquel ainda são mal compreendidas, entretanto, a demanda global por este metal e as 

descargas antrópicas provenientes do setor industrial em corpos d’água só aumentam. O 

níquel é um metal bioacumulativo e, portanto, tem a capacidade de se perpetuar através da 

cadeia trófica podendo causar danos aos peixes e a outros organismos. Assim, o presente 

estudo teve como objetivo avaliar o potencial genotóxico e mutagênico do metal pesado 

níquel, em peixes da espécie Oreochromis niloticus (Cichlidae). Foram testadas três 

concentrações de cloreto níquel diluído: 0,0125 mg/L, 0,025 mg/L e 0,05 mg/L, sendo 0,025 

mg/L a concentração limite de níquel permitida para corpos d’água doce pelo Conselho 

Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), legislação vigente no Brasil. A exposição dos 

organismos-teste foi feita por 96 horas, e posteriormente, foi realizado o teste do micronúcleo 

e outras anormalidades nucleares e o ensaio do cometa com o objetivo de detectar possíveis 

alterações no DNA nuclear dos eritrócitos. As três concentrações de NiCl2 testadas foram 

capazes de induzir danos genotóxicos nos eritrócitos de O. niloticus e, a maior concentração 

testada, também apresentou potencial mutagênico. 

 

Palavras-chave: tilápia, teste do micronúcleo, ensaio do cometa. 
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INTRODUÇÃO 

 

De acordo com a Companhia Ambiental do Estado de São Paulo - CETESB (2006), os 

metais pesados surgem nas águas naturais devido aos lançamentos de efluentes industriais tais 

como os gerados em indústrias extrativistas de metais, indústrias de tinta e pigmentos e, 

especialmente, as de galvanoplastia. Estima-se que aproximadamente 180.000 toneladas de Ni 

são geradas, por ano, pela queima de combustíveis fósseis e processos industriais (IARC, 

1990). Ainda segundo a Agência Internacional para Pesquisa do Câncer (1990), os 

componentes do Ni podem ser carcinogênicos para os seres humanos.  

A importância da preservação dos recursos hídricos tem levado a necessidade de 

monitorar e controlar a contaminação desses ambientes. Uma vez que, os metais pesados 

estão entre os contaminantes mais tóxicos e persistentes, suas fontes, transporte e destino 

precisam ser avaliados (CAMPOS, 2002). Assim, testes que avaliem a toxicidade e a 

genotoxicidade são indispensáveis para se verificar as reações dos organismos vivos à 

poluição, uma vez que, análises físicas e químicas da água indicam somente a presença e a 

concentração de diferentes poluentes (MATSUMOTO et al., 2006). Logo, ensaios de curto 

prazo, com a utilização de organismos sensíveis, fazem-se necessários (MAJER et al., 2005). 

Segundo Girón- Pérez et al. (2007), a tilápia do Nilo (O. niloticus) é um ótimo modelo para 

avaliação do ecossistema aquático e para realização de estudos toxicológicos. Os peixes, 

como um todo, são excelentes para este tipo de estudo, pois possuem a capacidade de retirar, 

estocar e bioacumular compostos e/ou poluentes em seus organismos (STREIT, 1998). 

O teste do micronúcleo e outras anormalidades nucleares em peixes tem demonstrado 

ser uma técnica in vivo útil para testes de mutagenicidade e, tem potencial para o 

monitoramento in situ da qualidade da água (SERRANO-GARCIA; MONTERO-

MONTOYA, 2001; ÇAVAS; ERGENE-GÖZÜKARA, 2005; SOUZA; FONTANETTI, 

2006; KIM; HYUN, 2006; HOSHINA et al., 2008). Este teste detecta micronúcleos 

resultantes de quebras cromossômicas durante a divisão celular e/ou eventos de perda 

cromossômica resultantes de atrasos anafásicos (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). 

Assim como o teste do micronúcleo, o ensaio do cometa é amplamente aceito pelas 

agências internacionais como um método padrão para avaliar danos no DNA em células 

individuais. Esta técnica detecta quebras no DNA induzidas diretamente por agentes 

genotóxicos, assim como fragmentações no DNA, causadas pela morte celular 

(JALOSZYN’SKI et al., 1998) e sítios álcali-lábeis medindo-se a migração do DNA a partir 

de técnicas de eletroforese (SINGH et al., 1988). Tem as vantagens de ter uma aplicação 
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relativamente fácil a qualquer tecido de interesse, detectando múltiplas classes de danos no 

DNA, gerando dados em nível de uma única célula (HARTMANN et al., 2003; 

CHRISTOFOLETTI et al., 2009). Diversas pesquisas têm avaliado a sensibilidade do ensaio 

do cometa nos estudos de monitoramento de agentes que causam danos ao DNA de 

organismos marinhos ou de água-doce (PANDRANGI et al., 1995; NACCI et al., 1996; 

BELPAEME et al., 1998; WILSON et al., 1998; SUMATHI et al., 2001; 

CHRISTOFOLETTI, 2008; FRENZILLI et al., 2009).  

Portanto, sendo o níquel um metal pesado de crescente importância para a indústria e, 

tendo em vista o aumento de resíduos contendo o metal, devido ao desenvolvimento e 

crescimento da produção industrial, que poderão causar a contaminação do meio ambiente, 

fazem-se necessários estudos que demonstrem a potencialidade de indução de danos 

genotóxicos e mutagênicos pelo níquel, para que medidas cabíveis sejam executadas diante de 

uma possível situação de contaminação prejudicial à biota. Assim, este estudo teve como 

objetivo avaliar a genotoxicidade e a mutagenicidade de um sal de níquel, o NiCl2, em peixes 

da espécie Oreochromis niloticus através do teste do micronúcleo e outras anormalidades 

nucleares e do ensaio do cometa e, comparar as concentrações de cloreto de níquel utilizadas 

com a concentração limite de níquel permitida em corpos d’água doce pelo CONAMA 

(Conselho Nacional do Meio Ambiente). 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Material biológico 

A espécie de peixe Oreochromis niloticus (Perciformes, Cichilidae), conhecida 

popularmente por tilápia do Nilo, foi utilizada como organismo teste. Foram utilizados cinco 

espécimens em cada bioensaio, num total de 20 indivíduos, com tamanho médio de 10 cm, 

para evitar diferenças intra-específicas relacionadas ao tamanho e idade dos peixes. Os 

espécimes, oriundos de piscicultura, foram trazidos ao Departamento de Biologia, UNESP – 

campus de Rio Claro, onde foram aclimatados em tanque, a temperatura média de 23°C, com 

sistemas de filtragem e aeração. Este estudo foi aprovado pelo “Comitê de Ética de Uso 

Animal” do Instituto de Biociências da Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita 

Filho – Campus de Rio Claro, protocolo nº 4930 de 03.08.10. 
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Composto testado 

Para a montagem dos bioensaios foi utilizado o cloreto de níquel hexahidratado PA, da 

marca Synth, CAS number C.1055.01. AF e peso molecular 237,70. 

Segundo a resolução do CONAMA, no 357 de 25 de março de 2005, o limite máximo 

da concentração total de níquel permitida em corpos de água doce é de 0,025 mg/L Ni. Assim, 

as tilápias foram expostas a três concentrações de cloreto de níquel. A primeira de 0,0125 

mg/L, metade da concentração máxima definida pelo CONAMA. A segunda concentração 

utilizada, 0,025 mg/L corresponde ao próprio limite de concentração estabelecido pela 

resolução. Por fim, a terceira concentração foi de 0,050 mg/L, que consiste no dobro da 

concentração máxima total de níquel permitida em corpos de água doce. 

 

Bioensaios  

Para os bioensaios foram utilizados quatro aquários, com capacidade de 40 L cada. Em 

um deles, foi realizado o controle negativo, com 30 litros de água de poço artesiano. Os três 

aquários restantes receberam 30 litros de água cada um e, as três concentrações do sal NiCl2 

descritas acima. 

Os aquários receberam aeração por 48 horas. Após esse período, cinco peixes foram 

colocados aleatoriamente em cada aquário, após aclimatação, onde permaneceram por 96 

horas, a fim de que fossem estimados os efeitos do NiCl2. 

 

Teste do micronúcleo e outras anormalidades nucleares 

  Aproximadamente 0,3 cm³ de sangue foram retirados de cada peixe vivo, por meio de 

punção cardíaca, utilizando seringas heparinizadas. Foram então confeccionadas três lâminas 

por indivíduo, por meio da técnica de esfregaço sanguíneo (extensões sanguíneas). As lâminas 

foram fixadas em etanol absoluto por 10 minutos e, após 24 horas, foram hidrosiladas em HCl 

1 N por 11 minutos, em banho-maria, à 60°C (MELLO; VIDAL, 1978). Posteriormente, as 

lâminas foram lavadas com água destilada e colocadas em cubetas de vidro com reativo de 

Schiff durante 2 horas. 

  Para cada peixe foram analisados 3.000 eritrócitos, sob objetiva de imersão (1000x). 

Eritrócitos portadores de micronúcleos foram contabilizados para a avaliação do potencial 

mutagênico. Na avaliação do potencial genotóxico, foram consideradas os eritrócitos com 

anormalidades nucleares, como “blebbed nuclei”, “lobed nuclei”, “notched nuclei” e “broken-

egg” segundo a classificação de Carrasco et al. (1990). Foi realizada uma comparação dos 
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valores de média e desvio padrão dos resultados de cada grupo de tratamento, por meio do 

teste estatístico de Kruskal-Wallis. 

 

Ensaio do Cometa  

  O ensaio do cometa foi realizado seguindo a metodologia da técnica alcalina, baseada 

em Singh et al. (1988) e Christofoletti et al. (2009).  A princípio, as lâminas foram 

mergulhadas em agarose normal 1,5% à 60°C, e posteriormente secas e armazenadas. Após a 

punção cardíaca, uma amostra de 5 μL do sangue dos peixes foi diluída em 1.000 μL de PBS. 

As lâminas pré-gelatinizadas foram montadas com 10 μL da suspensão celular + 120 μL de 

agarose de baixo ponto de fusão (0,5%) à 37°C. Foi adicionada uma lamínula sobre cada 

lâmina, levando-as à geladeira, por 20 minutos, para solidificação do gel. Decorrido este 

tempo, as lamínulas foram removidas e as lâminas foram mantidas em solução de lise gelada 

e recém-preparada (1 mL de triton X-100, 20 mL de DMSO e 79 mL de solução de lise 

estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, pH 10,0-10,5), em geladeira, por no 

mínimo uma hora. Após a lise, as lâminas foram transferidas para uma cuba horizontal de 

eletroforese contendo tampão alcalino (NaOH 300mM + EDTA 1mM, pH~13) à 4°C. A cuba 

foi disposta em um banho de gelo e a corrida de eletroforese foi realizada com voltagem 

constante (25V) e amperagem de 280-300 mA, por 20 minutos. As lâminas foram, então, 

neutralizadas com tampão (Tris-HCl 0,4M, pH 7,5) por 15 minutos e fixadas em etanol 100%, 

por 10 minutos. Toda a metodologia acima foi realizada na ausência de luz. A coloração foi 

realizada com Gel Red no momento da análise.  

 Para cada peixe foram analisados aleatoriamente 100 nucleóides, num total de 500 por 

tratamento, mais o controle. Para a análise, foi utilizado microscópio de fluorescência, filtro 

B-34 (excitação: i=420-490 nM, barreira: I=520 nM), em objetiva de 40x. Para a quantificação 

de migração e a análise de distribuição dos cometas foi realizada a classificação visual dos 

cometas/nucleóides e calculado o escore do dano (RIGONATO et al., 2005). Foi realizada 

uma comparação dos valores de média e desvio padrão dos resultados de cada grupo de 

tratamento, por meio do teste estatístico de Kruskal-Wallis. 

 

RESULTADOS 

 

Teste do micronúcleo  

Os resultados da avaliação citotóxica, genotóxica e mutagênica, dos dois bioensaios 

estão apresentados na forma de média e desvio padrão nas tabelas 1 e 2.  
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A análise dos resultados do teste do micronúcleo, aplicado em eritrócitos de O. 

niloticus (Figura 1A), expostos às diferentes concentrações de cloreto níquel, revelaram o 

potencial genotóxico e mutagênico deste metal. 

Foram encontrados valores estatisticamente significativos, para núcleos do tipo 

“notched” (Tabelas 1 e 2, Figura 1B) para as concentrações de 0,025 mg/L e 0,05 mg/L de 

ambos os biensaios. Núcleos “lobed” (Tabelas 1 e 2, Figura 1C) foram estatisticamente 

significativos, com p<0,05, para a concentração de 0,0125 mg/L e, com p<0,01, para as 

concentrações de 0,025 mg/L e 0,05 mg/L para ambos os bioensaios. Núcleos tipo “blebbed” 

(Tabelas 1 e 2, Figura 1D) foram estatisticamente significativos, com p<0,05, para a 

concentração de 0,0125 mg/L de ambos os bioensaios; já a concentração de 0,025 mg/L foi 

estatisticamente significativa, com p<0,01, no primeiro bioensaio e, com p<0,05, no segundo 

bioensaio, enquanto a concentração de 0,05 mg/L foi estatisticamente significativa com 

p<0,05 no primeiro bioensaio e com p<0,01 no segundo bioensaio. A alteração nuclear tipo 

“broken-egg” (Tabelas 1 e 2, Figura 1E) não foi estatisticamente significativa em nenhum dos 

bioensaios realizados. As somatórias das anormalidades mostraram-se significativas, com 

p<0,05, na concentração de 0,0125 mg/L no primeiro bioensaio e na concentração de 0,025 

mg/L no segundo bioensaio e, com p<0,01, para as concentrações de 0,025 mg/L e 0,05 mg/L 

no primeiro bioensaio e para a concentração de 0,05 mg/L no bioensaio de repetição. 

Eritrócitos micronucleados (Tabela 2, Figura 1F) foram estatisticamente significativos 

na concentração mais alta de cloreto níquel testada, 0,05 mg/L, no segundo bioensaio 

realizado. 
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Tabela 1 – Valores de média e desvio padrão de micronúcleos e anormalidades nucleares 
observados em eritrócitos de O. niloticus, expostos ao cloreto de níquel durante o primeiro 
bioensaio realizado. 
 
Tratamento MN Notched Blebbed Lobed Broken-

egg 
Somatória das 
anormalidades 

CN 0.6±0.54 20.2±7.46 13±6.89 3.2±1.48 0.4±0.89 36.8±13.97 

N1 0.8±0.83 23.2±9.39 37±17.39* 10.8±4.81* 0.6±0.54 71.6±30.63* 

N2 1.4±1.14 42.6±15.88* 37.6±11.17** 21.2±8.49** 0.8±0.83 102,2±32.15** 

N3 0.8±0.83 36.4±14.13* 50.8±24.69* 22.4±7.79** 0.4±0.54 110±44.18** 

MN: micronúcleo; CN: controle negativo; N1: concentração de 0,0125 mg/L , de cloreto de 
níquel; N2: concentração de 0,025 mg/L, de cloreto de níquel; N3: concentração de 0,05 
mg/L, de cloreto de níquel. 
* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05. 
** valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,01. 
 
 
Tabela 2 – Valores de média e desvio padrão de micronúcleos e anormalidades nucleares 
observados em eritrócitos de O. niloticus, expostos ao cloreto de níquel durante o segundo 
bioensaio realizado. 

 
Tratamento MN Notched Blebbed Lobed Broken-

egg 
Somatória das 
anormalidades 

CN 0.40±0.54 16.80±10.08 10.80±6.30 2.40±1.14 0.20±0.44 30.60±15.35 

N1 0.60±0.54 17.60±7.19 28.40±14.43* 6±2.54* 0.4±0.54 51±25.50 

N2 0.80±0.83 33.60±13.86* 28.80±10.66* 14.20±6.53** 0.60±0.54 77.60±28.63* 

N3 1.20±0.44* 33.80±12.91* 44±16.27** 19.80±6.83** 0.40±0.54 99±32.46** 

MN: micronúcleo; CN: controle negativo; N1: concentração de 0,0125 mg/L , de cloreto de 
níquel; N2: concentração de 0,025 mg/L, de cloreto de níquel; N3: concentração de 0,05 
mg/L, de cloreto de níquel. 
* valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,05. 
** valores estatisticamente significativos, pelo método de Mann-Whitney, com p<0,01. 
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Figura 1: Eritrócitos de O. niloticus expostos à cloreto de níquel. A. Eritrócito normal; B. 
Eritrócito com alteração “notched”; C. Eritrócito com alteração “lobed”; D. Eritrócito com 
alteração “blebbed”; E. Eritrócito com alteração “broken-egg”; F. Eritrócito com micronúcleo 
(seta). 
 
Ensaio do Cometa 

  

Os resultados obtidos nos dois bioensaios estão apresentados na forma de média e 

desvio padrão nas tabelas 3 e 4.  

A análise dos resultados do ensaio do cometa, igualmente aplicado em eritrócitos de 

O. niloticus, expostos às diferentes concentrações de cloreto de níquel, revelaram o potencial 

genotóxico deste metal, para ambos os bioensaios. 

A freqüência de nucleóides em cada classe de migração e o escore do dano foram 

utilizados como parâmetros para a avaliação da genotoxicidade. Para esta avaliação foram 

observadas todas as classes de migração dos cometas (Figura 2). 

No primeiro bioensaio, cometas de classe 3 (Tabela 3, Figura 2D) foram 

estatisticamente significativos, com p<0,05, para a concentração de 0,025 mg/L, enquanto no 

bioensaio de repetição, os cometas de classe 3 (Tabela 4, Figura 2D) mostraram-se 

estatisticamente significativos para a concentração de 0,05 mg/L. Em ambos os bioensaios a 

somatória das células com cometas e o escore de dano (Tabelas 3 e 4) da concentração de 

0,05 mg/L foram estatisticamente significativos, com p<0,05. Assim, em ambos os 

bioensaios, observou-se que a concentração de 0,05 mg/L foi a que apresentou maior 
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potencial genotóxico, com base nos valores obtidos pelos nucleóides com cometa e pelo 

escore de dano (Tabelas 3 e 4). Além disso, no bioensaio de repetição, cometas de classe 3 

(Tabela 4, Figura 2D) também foram estatisticamente significativos em relação ao tratamento 

com a menor concentração de cloreto de níquel, 0,0125 mg/L.  

 
Tabela 3 - Valores de média e desvio padrão de classe de cometas observados em eritrócitos 
de O. niloticus, expostos ao cloreto de níquel durante o primeiro bioensaio realizado. 
 
Tratamento Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Com 

cometa 
Score 

CN 44±13.75 26±5.70 23.4±7.16 7.8±3.96 57.2±11.96 96.2±22.46 

N1 21±7.48 28.4±7.40 26.4±4.15 25.4±17.38 80.2±8.70 157.4±40.93 

N2 22.6±9.65 29.8±3.27 19.8±5.44 30.8±8.04* 80.4±10.01 161.8±30.94 

N3 17.8±10.13 33.2±8.10 26.2±5.80 27±9.69 86.4±9.12* 166,6±30.93* 

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis, com p<0,05, em 
relação ao CN.  
 
 
Tabela 4 - Valores de média e desvio padrão de classe de cometas observados em eritrócitos 
de O. niloticus, expostos ao cloreto de níquel durante o segundo bioensaio realizado. 
 
Tratamento Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Com 

cometa 
Score 

CN 28.2±7.12 41.80±5.44 25.60±4.97 11±3.93 78.40±8.56 126±18.23 

N1 28.80±5.63 45.40±8.08 22.40±8.26 11.80±3.70 79.60±9.86 125.60±22.77 

N2 22.80±6.72 37.60±5.72 23.60±6.58 26.40±3.36 87.60±3.97 164±11.57 

N3 13.60±5.02 28.20±4.43 33.60±5.45 36.40±5.31*1 98.20±7.01* 204.60±17.30* 

* valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis, com p<0,05, em 
relação ao tratamento CN. 
1 valores estatisticamente significativos, pelo método de Kruskal-Wallis, com p<0,05, em 
relação ao tratamento N1.  
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Figura 2: Classes de migração de cometas em nucleóides de O. niloticus expostos à 
diferentes concentrações de cloreto de níquel. A. Nucleóide de classe 0 (sem dano aparente); 
B. Nucleóide de classe 1 (pouco dano); C. Nucleóide de classe 2 (médio dano); D. Nucleóide 
de classe 3 (máximo dano). 
 

DISCUSSÃO 

 O níquel é utilizado por muitos organismos nas atividades metabólicas e organização 

estrutural. É introduzido nos recursos hídricos pela descarga de efluentes domésticos e 

industriais, mas também pela erosão do solo e de rochas (SAWASDEE; KÖHLER, 2009). 

Neste sentido, é de grande importância estudos de biomonitoramento ambiental, utilizando 

bioindicadores e biomarcadores sensíveis e eficientes na detecção da contaminação. 

Muitos estudos mostram que os sais de níquel apresentam risco e são capazes de 

produzir efeitos adversos e/ou carcinogenicidade em humanos e animais (COOGAN et al., 

1989; SUNDERMAN, 1989; OBONE et al., 1999). Seoane e Dulout (2001) observaram que o 

NiCl2 aumenta a freqüência de micronúcleos em fibroblastos humanos. Além disso, 

porcentagens significativas de micronúcleos foram encontradas na medula óssea de 

camundongos expostos a NiCl2 (DHIR et al., 1991). Segundo Hauptman et al. (1993), o NiCl2 

pode induzir lesões oculares e malformação da retina em embriões de Xenopus. 

Na avalição da genotoxocidade e mutagenicidade do cloreto de níquel, por meio do 

teste do micronúcleo e outras anormalidades nucleares, a quantidade de micronúcleos 

encontrados no bioensaio de repetição revelaram relevância estatística na concentração mais 

alta (0,5 mg/L) em relação ao controle negativo. Tal resultado indica que o NiCl2 pode ser 

uma substância mutagênica, uma vez que, os micronúcleos surgem de fragmentos de 
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cromossomos ou cromossomos inteiros que não são incorporados ao núcleo da célula filha por 

ocasião da divisão celular, o que poderia ocasionar a malformação de células durante o ciclo 

celular. 

Além disso, alterações na morfologia nuclear dos eritrócitos de O. niloticus foram 

freqüentemente observadas em todos os tratamentos dos bioensaios realizados. Núcleos do 

tipo “notched”, “blebbled” e “lobed”, mostraram-se estatisticamente significativas em relação 

ao controle negativo, nos tratamentos com as duas concentrações mais altas de cloreto de 

níquel testada, 0,025 mg/L e 0,05 mg/L, nos dois bioensaios realizados. Desse modo, pode-se 

inferir o potencial genotóxico do NiCl2 em solução, em peixes da espécie O. niloticus. 

De acordo com Grisolia (2005), essas anormalidades nucleares podem decorrer de 

alterações na estrutura do DNA, como quebras de fita simples ou quebras de fita dupla e da 

formação de adutos (ligação covalente de um elemento ou composto químico com as bases 

nitrogenadas do DNA), entre outros. Ainda de acordo com esse mesmo autor, uma provável 

causa da iniciação do câncer pode ser a formação dessas anormalidades nucleares, como 

resultado da interação de compostos genotóxicos com o DNA. Caso não ocorra o reparo desta 

lesão, esta pode ser propagada para as células filhas. Assim, estas células podem permanecer 

latentes por muitos anos acumulando novos danos ou ainda sofrerem uma exposição posterior 

a um agente promotor. Entretanto, em ambos os casos poderiam se desencadear um processo 

de malignização. Dessa maneira, as alterações nucleares encontradas nos tratamentos dos 

bioensaios realizados, são consideradas genotóxicas e podem tornar-se mutagênicas, uma vez 

que não sejam eficientemente reparadas; segundo Heddle et al. (1973), nem sempre a 

formação de um micronúcleo ocorre na primeira divisão celular, pois um fragmento acêntrico 

pode sobreviver, replicar e se transformar em micronúcleo em divisões subseqüentes. Além 

disso, deve-se levar em conta que em um ambiente natural de um corpo d’água contaminado 

por níquel, a exposição dos organismos torna-se crônica e bioacumulativa, o que agravaria o 

quadro de contaminação e poderia prejudicar os mecanismos de reparo do DNA, pois, de 

acordo com Hartwig et al. (1994), estudos realizados com Ni+2 em combinação com a luz UV 

demonstraram uma inibição no reparo do DNA de células de mamíferos em cultura. As 

possíveis razões para a inibição do reparo são mudanças estruturais do DNA ou interações 

diretas com enzimas de reparo, promovidas pela competição do Ni com íons metálicos 

essenciais, como Mg+2 e Zn+2. Assim, essa possível inibição do reparo do DNA causada pelo 

Ni+2 deixaria as células mais susceptíveis a danos no DNA causados por fatores endógenos e 

exógenos. 
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Durante a última década, o ensaio do cometa foi amplamente utilizado como uma 

ferramenta básica em muitas áreas de pesquisa, sendo aplicado como metodologia de 

biomonitoramento ambiental, avaliação dos efeitos da radiação sobre os organismos, 

investigação de processos de reparo do DNA e ecotoxicologia genética. 

Segundo Nanthawan et al. (2002), o ensaio do cometa é uma técnica indicada para 

detectar danos no DNA provocados por agentes químicos presentes no ambiente aquático. 

Diferente das mutações, as lesões detectadas com o teste do cometa são passíveis de correção 

(GONTIJO; TICE, 2003), constituindo, portanto, lesões pré-mutagênicas (KAMMANN et al., 

2001). A partir da análise dos dados nos dois bioensaios realizados, o ensaio do cometa 

demonstrou um potencial genotóxico do cloreto de níquel nas concentrações de 0,025 mg/L e 

0,05 mg/L. Além disso, no segundo bioensaio realizado observou-se significância estatística 

dos cometas de classe 3 em relação ao tratamento com concentração de 0,0125 mg/L. Esse 

fato aponta para a possibilidade de que a concentração mais baixa de cloreto de níquel não 

cause danos significativos às células ao nível do DNA, de modo que, seu resultado seja muito 

parecido com o tratamento controle. 

De maneira geral, o cloreto de níquel foi capaz de induzir a formação de 

anormalidades potencialmente genotóxicas mesmo em baixas concentrações, inclusive na 

concentração de 0,025 mg/L, que é o máximo da concentração total de Ni permitida em 

corpos de água doce no Brasil, segundo a resolução do CONAMA, no 357 de 25 de março de 

2005. Além disso, também foi capaz de induzir danos potencialmente mutagênicos na maior 

concentração testada, 0,05 mg/L. Tais resultados mostram-se preocupantes, uma vez que, o 

níquel é um metal bioacumulativo e o consumo de peixes de água doce pela população 

humana e outros organismos da cadeia trófica é intenso. 
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6. CONCLUSÕES 

  

 Pelos resultados obtidos pelo teste do micronúcleo e outras anormalidades em 

eritrócitos circulantes e pelo ensaio do cometa em peixes da espécie O. niloticus, expostos a 

três diferentes concentrações de cloreto de níquel, pode-se concluir que: 

 As três concentrações de NiCl2 utilizadas apresentaram potencial genotóxico, frente às 

diversas anormalidades nucleares observadas. 

 Os valores obtidos para eritrócitos micronucleados mostraram valores estatisticamente 

significativos para a maior concentração de cloreto de níquel (0,05 mg/L) testada, 

indicando um potencial mutagênico do NiCl2 em solução. 

 O teste do micronúcleo constituiu uma metodologia eficiente na detecção dos 

potenciais genotóxico e mutagênico do NiCl2. 

 Oreochromis niloticus se mostrou um eficiente organismo teste para o 

biomonitoramento de recursos hídricos contaminados por metais pesados. 

 O NiCl2 foi capaz de induzir a formação de anormalidades potencialmente genotóxicas 

na concentração de 0,025 mg/L, que é o máximo da concentração total de Ni permitida 

em corpos de água doce segundo a resolução do CONAMA, no 357 de 25 de março de 

2005. 
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