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RESUMO 
 

Avaliação do potencial genotóxico do 51Cr2O3, marcador de digestibilidade, por 
meio da frequência de anormalidades nucleares em tilápias do Nilo 

(Oreochromis niloticus L.) 
 

Tilápia é a denominação comum de um grande número de espécies de peixes 
ciclídeos. Dentro da aquicultura, este é um dos peixes mais rentáveis, pois 
apresenta conversão alimentar menor que os demais peixes. O óxido de crômio tem 
sido usado como marcador de digestibilidade por ser inerte e não alterar o processo 
biológico de absorção alimentar. O uso da forma radioativa do crômio como 
marcador de digestibilidade economiza tempo e trabalho.  O objetivo deste estudo 
foi avaliar o potencial genotóxico do 51Cr2O3, utilizado como marcador biológico em 
estudos de nutrição e fisiologia, por meio da frequência de anormalidades nucleares. 
Foram utilizadas 40 tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus L.) adultas, machos (01 
animal/aquário), em um delineamento experimental casualizado. O período 
experimental foi de 21 dias, sendo 14 dias para adaptação às instalações e 
recebendo ração encapsulada, isenta do marcador, com 30% de proteína bruta (PB)  
e 2.800 Kg-1Kcal de energia digestível (ED)/kg de ração. Após este período, foram 
fornecidas diariamente duas cápsulas contendo óxido de crômio, 51Cr2O3 (forma 
radioativa) (grupo experimental) e cápsulas contendo a ração sem o marcador até a 
saciedade. Foram avaliados sete tempos amostrais. O marcador não foi absorvido 
significativamente pelo trato digestório, porém o teste do micronúcleo e a frequência 
de anormalidades nucleares demonstraram que houve efeito genotóxico significante 
sobre os eritrócitos de juvenis de tilápias do Nilo, expostos à concentração de 66 
µCi.g-1 de 51Cr, na forma de óxido de crômio, para os sete tempos amostrais. 
 
Palavras-chave: Micronúcleo. Peixe. Radiação. Crômio. 
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ABSTRACT 
 

The evaluation of genotoxic potential of 51Cr2O3, a digestibility 
 marker, by the frequency of nuclear abnormalities in Nile tilapia (Oreochromis 

niloticus L.) 
 

Tilapia is the common name of a large number of species of cichlid fish. In 
aquaculture, this is one of the most profitable fish, since it presents lower feed 
conversion than other fish. The chromium oxide has been used as a marker for 
digestibility because it is inert and not alter the biological process of dietary intake. 
The use of radioactive form of chromium as a marker of digestibility saves time and 
labor. The aim of this study was to evaluate the genotoxic potential of 51Cr2O3, used 
as a biological marker in studies of nutrition and physiology, through the frequency of 
nuclear abnormalities. We used 40 adult, male Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) 
(01 animal / tank) in a randomized design. The experimental period lasted 21 days, 
with 14 days to adapt to the installations and  receiving encapsulated feed, free of the 
marker, with 30% crude protein (CP) and 2,800 Kg-1Kcal of digestible energy 
(DE)/kg. After this period, two capsules containing chromium oxide, 51Cr2O3 
(radioactive form), were provided daily (experimental group) and to satiety were 
administered capsules containing the diet without the marker. We evaluated seven 
times sampling. The marker was not significantly absorbed by the digestive tract, but 
the micronucleus test and the frequency of nuclear abnormalities demonstrated that 
there was significant genotoxic effect on the erythrocytes of juvenile Nile tilapia, 
exposed to concentrations of 66µCi.g-1 of 51Cr in the form of chromium oxide, for the 
seven sampling times. 
 
 
Key words: Micronucleus. Fish. Radiation. Chromium. 
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LISTA DE SIGLAS 
 

oC - Graus centígrados 

µCi - Unidade de medida nuclear usada para designar a desintegração  

  atômica por segundo  1μCi = 3.7 × 104 desintegração por segundo. 

µg.Kg - Micro grama por quilo. 

µg.L - Micro grama por litro. 
51Cr - Forma radioativa do crômio 
51CR2O3 - Óxido de crômio radioativo 

AQ - Água do aquário 

cpm.g-1 - Medida de radoatividade - contagens por minuto por grama 

cpm.mL-1 - Medida de radoatividade -  contagens por minuto por mililitro 

Cr - Crômio 

Cr2O3 - Óxido de crômio  

CTD - Conteúdo do trato digestório 

DNA - Ácido desoxirribonucleico  

ED - Energia digestível 

g - Grama 

Kg - Quilograma 

Kg-1Kcal - Quilograma por quilocaloria 

mg.g-1 - Miligrama por grama 

mL.L-1 - Mililitro por litro  

MN - Micronúcleos 

PB - Proteína Bruta 

TH - Tecido hepático 

TR - Tecido renal 



 10 

SUMÁRIO 
 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 11 
1.1 Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus L.) ............................................................ 11 

1.2 Marcadores de Digestibilidade ............................................................................ 12 

1.3 Crômio ................................................................................................................. 12 

1.4 Crômio Como Marcador de Digestibilidade ......................................................... 15 

1.5 Mutagênese Ambiental ........................................................................................ 18 

1.6 Testes de Mutagenicidade e Genotoxicidade ...................................................... 20 

1.7 Teste do Micronúcleo .......................................................................................... 22 

1.8 Anormalidades Nucleares ................................................................................... 24 

2 OBJETIVO .............................................................................................................. 25 
 
REFERÊNCIAS..........................................................................................................26 
 
4 ARTIGO.................................................................................................................. 33 
 
ANEXO A – Aprovação do Trabalho pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE). ........................................ 48 

 

ANEXO B – Normas de Publicação da Revista Científica a Qual o Artigo Será 

Submetido..................................................................................................................49 

 

  

 
 



 11 

1 INTRODUÇÃO 
 
 A falta de controle da densidade de peixes, o que é fundamental para 

uma adequada exploração e expansão da aquicultura, afetam de forma ampla a 

produção de peixes (GOMES; SCHLINDWEIN, 2000). Uma densidade de 

estocagem ótima é “representada pela maior quantidade de peixes produzida 

eficientemente por unidade de área ou volume de um tanque” (GOMES; 

SCHLINDWEIN, 2000, p.3).  

Gomes e Schlindwein (2000, p.3), uma “produção eficiente não 

significa necessariamente o peso máximo que pode ser produzido, mas sim o peso 

que pode ser atingido com uma baixa conversão alimentar, num período 

razoavelmente curto e com um peso final aceito pelo mercado consumidor”. 

Altas densidades de estocagem determinam maiores produções e, 

assim maior retorno sobre os investimentos em estruturas e equipamentos. A 

determinação da densidade de estocagem ótima para uma espécie e/ou sistema de 

cultivo pode ser um fator crítico no sistema de produção (MERENGONI, 2006). 

 

1.1 Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus L.) 
 

As tilápias pertencentes à ordem Perciformes, família Cichlidae, são 

originárias do continente africano e são encontradas principalmente nas bacias dos 

rios Nilo, Níger, Tchade e nos lagos do centro–oeste. Foi introduzida em mais de 

100 países das regiões tropicais e subtropicais, para melhorar a produtividade 

pesqueira e auxiliar o desenvolvimento da aquicultura (GODOY, 2006; 

MERENGONI, 2006).  

A Tilapia rendalli (tilápia do Congo) foi a primeira espécie de tilápia 

introduzida no Brasil, no Estado de São Paulo, em 1953. A Oreochromis niloticus 

(tilápia do Nilo) e O. urolepis hornorum (tilápia de Zanzibar) foram introduzidas na 

região Nordeste, em 1971 (LOVSHIN, 2000). 

Atualmente, no Brasil, a tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a 

espécie mais cultivada, perfazendo 40% do volume da aquicultura nacional. Isto 

ocorre, pois a tilápia do Nilo apresenta boa aceitação e elevado valor comercial, 

excelente conversão alimentar e por isso custo de produção relativamente baixo 

(MERENGONI, 2006). 
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Além disso, o fato da tilápia do Nilo apresentar hábito alimentar 

onívoro, utilizando satisfatoriamente altos teores de proteína vegetal, desperta um 

grande interesse dos países desenvolvidos onde predominam o cultivo de espécies 

carnívoras que são muito dependentes da farinha de pescado. Adapta-se facilmente 

a práticas de manejo alimentar e tolera altas densidades de estocagem em sistemas 

intensivos de criação (MERENGONI, 2006). 

Entender os efeitos da alimentação sobre a tilápia e a sua fisiologia 

digestiva tem como principal objetivo, melhorar o rendimento aquícola, 

especialmente nos países em desenvolvimento (GODOY, 2006). 

 
1.2 Marcadores de Digestibilidade 
  

Marcador é uma substância presente no alimento (marcador interno) ou 

adicionada a ele (marcador externo), cuja análise de sua concentração no alimento 

ou nas fezes permite calcular os coeficientes de digestibilidade de um nutriente e/ou 

dieta (OETTING, 2002). 

 Os marcadores externos podem ser ministrados à ração ou por via oral 

aos animais. Para que um elemento possa ser usado como marcador, ele deve 

obedecer as seguintes especificações: ser indigerível e inassimilável pelo 

organismo, não possuir ação farmacodinâmica para o trato digestório, misturar-se 

uniformemente com a digesta e ser facilmente avaliado analiticamente (OETTING, 

2002). 

Os coeficientes de digestibilidade são determinados através da relação 

entre a porcentagem de marcador encontrada na dieta e nas fezes (OETTING, 

2002). 

Um indicativo de confiabilidade de um marcador é sua porcentagem de 

recuperação nas fezes (OETTING, 2002). 

 

1.3 Crômio 
 

O cromo ou crômio (do grego "chrôma", cor) é um elemento químico 

símbolo Cr, número atômico 24 (24 prótons e 24 elétrons) e massa atômica 52 u, 

sólido em temperatura ambiente (ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999). Foi descoberto 
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em 1797 por Louis Nicolas Vauquelin no mineral crocoíta encontrado na Rússia 

(ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999). 

É um metal encontrado no grupo 6 (6B) da Classificação Periódica dos 

Elementos, empregado especialmente em metalurgia em processos denominados 

eletrodeposição. Alguns de seus óxidos e cromatos são usados como corantes 

(ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).  

O crômio, um metal encontrado na natureza, naturalmente em baixas 

concentrações (μg.L-¹ ou μg.kg -¹) no ar, água, solo e essencialmente em materiais 

biológicos (SASSON, 1966), na forma de oxido  0,  +2,  +3 e +6 sendo a forma 

trivalente a mais estável e encontrada em maior quantidade na natureza e está 

envolvido no metabolismo de lipídios, carboidratos e proteínas (MERTZ, 1992). 

Considerado elemento essencial participa como fator de tolerância à glicose (GTF) 

como forma biologicamente ativa do crômio em uma molécula orgânica composta 

por ácido nicotínico, glicina, ácido glutâmico, cisteina, cálcio e crômio (MERTZ, 

1993). 

Geralmente, não se considera que o cromo metálico e os compostos 

de cromo III sejam, especialmente, um risco para a saúde. Trata-se de um elemento 

essencial para o ser humano, porém em altas concentrações é tóxico (ANDERSON, 

1986).  

Os compostos de cromo VI são tóxicos quando ingeridos, sendo a dose 

letal de algumas gramas. Em níveis não letais, é carcinógeno, irrita os olhos, a pele 

e as mucosas e a exposição crônica aos seus compostos pode provocar danos 

permanentes nos olhos (ANDERSON, 1986; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA 

SAÚDE, 1988).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda desde 1958 uma 

concentração máxima de 0.05 mg/litro de cromo VI na água de consumo. Este valor 

está sendo revisado, havendo novos estudos sobre os seus efeitos a saúde 

(ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1988).  

O cromo é um metal de transição, duro, frágil, de coloração cinza 

semelhante ao aço. É muito resistente à corrosão (ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).  

Seu maior estado de oxidação é +6, ainda que estes compostos sejam 

muito oxidantes. Os estados de oxidação +4 e +5 são pouco frequentes, enquanto 

que os estados mais estáveis são +2 e +3. Também é possível obter-se compostos 
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nos quais o cromo apresenta estados de oxidação mais baixos, porém são bastante 

raros (ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).  

São encontrados três isótopos estáveis na natureza: 52cromo, 53cromo 

e 54cromo. O mais abundante é o 52cromo (83,789%). Se tem caracterizado 19 

radioisótopos, sendo o mais estável o cromo-50 com uma meia-vida de mais de 1,8 

x 1017 anos, seguido do 51cromo com uma meia-vida de 27,7025 dias. Os demais 

tem uma meia-vida de menos de 24 horas, e a maioria com menos de um minuto 

(ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).  

O 53cromo é um produto do decaimento do 53manganês. Os conteúdos 

isotópicos no cromo estão relacionados com os de manganês, o que se aplica em 

geologia. As relações isotópicas de Manganês-Crômio (Mn-Cr) reforçam a evidência 

de 26alumínio e 107paládio na origem do Sistema solar. As variações nas relações de 
53cromo/52cromo e Mn-Cr em alguns meteoritos indicam uma relação inicial de 
53Mn/55Mn, sugerindo que as relações isotópicas Mn-Cr resultam do decaimento in 

situ de 53Mn em corpos planetários diferenciados. Portanto, o 53Cr dá uma evidência 

adicional de processos nucleossintéticos anteriores a formação do Sistema Solar 

(ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).  

O peso atômico dos isótopos do cromo variam desde 43 u (43cromo) 

até 67 u (67cromo). O principal modo de decaimento antes do isótopo estável mais 

abundante, o 52cromo, é a captura eletrônica, enquanto os depois deste, é a 

desintegração beta (ROCHA-FILHO; CHAGAS, 1999).  

Óxido de crômio (III) é o composto inorgânico de fórmula Cr2O3. É um 

dos principais óxidos de cromo, é um precursor largamente utilizado para outros 

compostos de cromo (HOLLEMAN; WIBERG, 2001). Tem massa molecular de 

151.99 g/mol, densidade 5,22 g·cm-3 e é praticamente insolúvel na água 

(HOLLEMAN; WIBERG, 2001). 

O óxido de crômio é usado na fabricação de materiais inoxidáveis 

como o Aço Inox. Os materiais revestidos de Óxido de Cromo são largamente 

utilizados em indústrias de dessalinização da água do mar e em estruturas de metal 

expostas à água salgada, seja esta do mar ou produto de sal utilizado para derreter 

gelo acumulado nas ruas de países de clima gélido. Esse uso acontece porque os 

íons do sal - NaCl - dissolvidos em água se dissociam, permitindo a condução de 

corrente elétrica pelo líquido. Assim, os átomos de Oxigênio existentes no ar entram 

na água e fazem contato com as partes metálicas da estrutura e, pelo elemento se 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Composto_inorg%C3%A2nico�
http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_qu%C3%ADmica�
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cromo�
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estabilizar com 8 elétrons em sua camada de valência, e ter apenas 6 em seu 

estado natural, ele "rouba" elétrons do metal. Processo conhecido como oxidação. 

Assim, tais materiais são revestidos com uma fina película de Óxido de Cromo a fim 

de conferir uma maior resistência à corrosão (HOLLEMAN; WIBERG, 2001). 

 

1.4 Crômio Como Marcador de Digestibilidade 
 

Em função de sua inércia química em sistemas digestórios, o óxido de 

crômio (III), Cr2O3, vem sendo empregado há muito tempo como marcador biológico 

em estudos de nutrição, digestibilidade, farmacologia, produção e trânsito fecal em 

animais. O óxido de crômio (III) é o marcador mais comumente usado para estudos 

de fluxo da digesta em trabalhos publicados no Journal of Animal Science entre 

1986 e 1995: de 124 experimentos que Titgemeyer (1997) considera úteis para 

avaliar a variabilidade em estudos de fluxo, 90 usaram Cr2O3 como marcador da 

digestão. 

O óxido de crômio (III) é misturado nas rações, encapsulado com 

gelatina, suspenso em óleos, como comprimidos farináceos ou introduzido 

diretamente no trato digestório superior dos animais através de sonda apropriada, 

para posterior coleta das fezes e dosagem do conteúdo do metal (KANE, 

JACOBSON; MOORE, 1950; IRWIN; CRAMPTON, 1951; LLOYD; MAcCAY, 1954; 

CLANTON, 1962; FURUKAWA; TSUKAHARA, 1966; HAENLEIN; SMITH; 

YOON, 1966; ITURBIDE, 1967; KOTB; LUCKEY, 1972; MACORIS, 1989). Os 

autores de estudos nas áreas de farmacologia, nutrição e ciência animal têm 

alertado para fatores biológicos que afetam o trânsito e a excreção do Cr2O3, 

sugerindo meios para diminuir ou controlar estes fatores e melhorar a recuperação 

do crômio inicialmente fornecido (KAMEOKA; TAKAHASHI; MORIMOTO, 1956; 

BALCH; REID; STROUD, 1957; CLANTON, 1962; ITURBIDE, 1967). 

O crômio é um elemento de transição que pode ocorrer nos estados de 

oxidação de 0, 2+, 3+, e 6+ (HARTFORD, 1963) e na sua forma trivalente é o estado 

mais estável desse metal e predominante de ocorrência nos materiais biológicos em 

condições normais (BOWEN, 1964; CHUECAS; RILEY, 1966; MERTZ, 1969; 

MERTZ; ROGINSKY, 1971). A estabilidade do crômio (III), acrescida da inércia do 

óxido fornecido na forma de óxido de crômio (III) como marcador biológico, em 

quantidade muito superior à natural, atravessa os sistemas digestivos sem reagir, 
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solubilizar-se ou sofrer absorção, e é prática e totalmente recuperada através das 

fezes, inclusive sem ser afetado pelos teores comparativamente desprezíveis do 

crômio natural (BOWEN, 1964; CHUECAS; RILEY, 1966; MERTZ, 1969; MERTZ; 

ROGINSKY, 1971). 

Deve-se ressaltar que o crômio normalmente encontrado nos alimentos 

é um cátion com número de oxidação 3+ [como no óxido de crômio (III)]. Sua 

absorção só pode ocorrer se estiver numa forma solúvel (cloretos, sulfatos, nitratos), 

nunca na forma insolúvel e estável de Cr2O3. A utilização do óxido de crômio (III) na 

forma comercial como marcador, pode introduzir diminuta quantidade de formas 

contaminantes e solúveis do metal que, sendo absorvidas pelos animais durante um 

experimento, poderiam comprometer a interpretação dos resultados experimentais 

(WHITBY; LANG, 1960; SASSON, 1966). 

No método indireto envolvendo o uso de indicador inerte na ração, 

assume-se que a quantidade do mesmo, no alimento e nas fezes, permaneça 

constante ao longo do período experimental e que todo o indicador ingerido deva 

aparecer nas fezes (UTLEY et al., 1970; CHO; SLINGER; BAYLEY, 1982). 

Entretanto, Brisson (1956) postula que o estado de equilíbrio é um estado de 

“saturação” do trato digestório com o indicador.  

Fatores como horário e tipo de alimentação, forma de dosificação, 

densidade do óxido de crômio (III), número de doses, método e hora de coleta da 

amostra de fezes, período de adaptação, período de coleta e método analítico, são 

citados como responsáveis pela variabilidade do teor de óxido de crômio (III) 

(HARDISON; REID, 1953; PIGDEN; BRISSON, 1956; BRISSON, 1956, 1960; 

PUTMAN, 1962), porém, os resultados obtidos por Bremer Neto (1999) referentes ao 

teor do marcador nas fezes não apresentaram essa variabilidade e estão de acordo 

com os de Corbett et al. (1960). Moore (1957) estudando as variações na 

recuperação do óxido de crômio (III), atribui a erros nas determinações químicas as 

baixas recuperações do indicador e assim, teoricamente, uma amostra seria 

suficiente para efetuar as estimativas necessárias. 

Devido a dificuldades da coleta das amostras fecais em experimentos 

aquáticos, os marcadores ou são comumente incluídos nas rações no começo do 

período de alimentação do experimento ou podem naturalmente estar associadas a 

elas (WATANABE et al., 1983; YONG; TAKEUCHI; WATANABE, 1989). Quanto ao 

óxido de crômio, os níveis atualmente empregados do marcador nas dietas 
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experimentais variam de 0,01% até 3% (LIED et al., 1982; SILVA; PERERA, 1984; 

LA NOÜE; CHOUBERT, 1985; SHIAU; CHEN, 1993; DAVIS; ARNOLD, 1994; 

RICHE; WHITE; BROWN, 1995; GAYLORD; GATLIN III, 1996; HILL et al., 1996; 

GOMES; PEÑA, 1997; BREMER NETO, 1999) e, segundo alguns autores, este 

marcador aumenta a utilização da glicose e poderia, desta maneira, influenciar 

significativamente os resultados em estudos de nutrição de animais aquáticos 

(SHIAU; HUANG, 1990; SHIAU; CHEN, 1993; SHIAU; LIN, 1993; SHIAU; SHY, 

1998). 

 Este fato inviabilizaria a utilização do óxido de crômio (III) como 

marcador, pois o mesmo, ao ser absorvido, acarretaria alteração nos parâmetros sob 

investigação. Porém, os resultados encontrados por Utley et al. (1970) utilizando 

óxido de crômio (III) na forma radioativa (51Cr2O3), administrado por via oral, não 

detectaram no sangue ou urina de novilhas, traços de radiação após a aplicação de 

aproximadamente 146 µCi de isótopos de óxido de crômio (III). 

O óxido de crômio (Cr2O3) por ser insolúvel e estável (SASSON, 1966), 

é utilizado como marcador biológico em estudos de nutrição e fisiologia (KOTB; 

LUCKEY, 1972).  

Harrison, Fraser e Mullan (1968) utilizaram o óxido de crômio em sua 

forma radioativa, 51Cr2O3, em estudos de nutrição, marcador biológico, porém o 51Cr 

é um emissor de radiação gama ionizante tornando-o um potencial agente 

mutagênico.   

Isótopos radioativos aplicados aos estudos de digestibilidade sugerem 

diminuição de tempo e trabalho, substituindo a leitura automática de amostras para o 

ensaio químico do Cr2O3, o qual é relativamente lento, e maior precisão, reduzindo a 

quantidade de erro associado com a análise química do Cr2O3 (KANE; JACOBSON; 

DAMEWOOD, 1959). 

O tempo necessário para uma determinação química do óxido de 

crômio pelo método de Edin leva em média 1 hora (EDIN, 1918). O tempo 

necessário para uma determinação de óxido de crômio radioativo é de cerca de 10 

minutos. Se as amostras são executados em triplicata ou quadruplicata, é evidente 

que o método de óxido de crômio radioativo poupa tempo, trabalho e produtos 

químicos (KANE; JACOBSON; DAMEWOOD, 1959). 

A utilização do óxido de crômio na forma radioativa pode ser também 

um agente mutagênico causador de mutação. Este tipo de elemento, emissor de 
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radiação gama ionizante, pode levar a ejeção de elétrons dos átomos, formando 

íons eletricamente carregados. Quando estes íons estão situados dentro ou 

próximos de moléculas de DNA, podem promover reações químicas que alteram as 

bases do DNA. Alguns danos severos ao material genético, como rearranjos 

assimétricos com formação de fragmentos, não disjunção e quebras podem ocorrer 

(CARRANO, 1973). A exposição de carpas prussianas (Carassius auratus gibelio) ao 

crômio [Cr (VI) e Cr (III)], em vários níveis de concentração, levaram a um aumento 

na frequência de micronúcleos, quando comparado com o grupo controle (AL-SABTI 

et al., 1994). 

 
1.5 Mutagênese Ambiental 
 

Cerca de 1016 divisões celulares ocorrem no corpo humano durante a 

vida. As mutações irão ocorrer espontaneamente a uma razão estimada em cerca 

de 106 mutações por gene por divisão celular um valor estabelecido por limitações 

na acuidade de replicação do DNA e reparo, mesmo em um ambiente livre de 

mutagênicos. Assim, durante a vida, cada gene deverá sofrer mutação em cerca de 

1010 ocasiões independentes em qualquer ser humano e, deste modo, entre células 

mutantes poderá haver muitas que possuam distúrbios nos genes envolvidos na 

regulação da divisão celular (ALBERTS et al., 2004). 

Danos oxidativos no DNA ocorrem numa alta escala em condições 

metabólicas normais. É estimado que o DNA de cada célula do nosso corpo esteja 

exposto a 104 situações oxidativos por dia, levando a uma formação de mais de 20 

diferentes lesões oxidativas no DNA. Há um conjunto de enzimas de reparo de 

DNA, tais como, as exonucleases, endonucleases e glicosilases específicas que 

podem remover essas lesões. No entanto, os sistemas de reparo não são perfeitos; 

embora eles possam reparar 99% das lesões, o 1% restante leva a um acúmulo 

dessas lesões com o tempo. Por consequência, os danos oxidativos no DNA e o 

acúmulo dessas lesões com a idade, podem contribuir para a carcinogênese e 

outras doenças degenerativas (RIBEIRO, 2003). 

No próprio organismo humano, em condições normais, há a formação 

de espécies reativas de oxigênio; as moléculas de oxigênio que restam da cadeia 

respiratória mitocondrial são reduzidas a ânion superóxido (O-2¯) (KEHRER, 1993). 

Essas moléculas são assim caracterizadas pela presença de um elétron não 
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pareado; esse elétron busca outro elétron para parear e, deste modo, forma um 

composto que não é um radical. No entanto, a adição de um terceiro elétron neste 

composto leva à formação de um radical mais reativo e mais agressivo que o 

primeiro (PRYOR; PRIER; CHURCH, 1983; CHURCH; PRYOR, 1985). 

A mutação e a cancerização estão estreitamente associadas, uma vez 

que ambas representam alterações abruptas em uma única célula, são 

permanentes e herdadas pelas células - filhas (RABELLO-GAY, 1991). O câncer 

pode ser por causa de uma alteração na seqüência do DNA da célula ou uma 

mudança no padrão da expressão gênica sem a alteração citada (ALBERTS et al., 

2004). Ele não é resultado de uma única mutação em uma célula e sim da 

ocorrência de vários eventos independentes com efeitos cumulativos. É 

praticamente impossível ocorrer duas mutações sucessivas no mesmo ponto do 

DNA de uma célula de um indivíduo e, portanto, supõe-se se isto ocorrer, uma 

dessas mutações seja herdada de um de seus genitores e a outra, seja resultado da 

associação entre a predisposição genética e fatores ambientais a que esteja 

submetido. 

A carcinogênese ou oncogênese é um processo anormal, não 

controlado, da diferenciação e proliferação celular, de início localizado, mas pode se 

disseminar pelo organismo e pode levar a sua morte. Este processo pode ser 

identificado desde o início, quando alterações moleculares são identificadas no 

DNA, sendo sucedidas por alterações bioquímicas e fenotípicas das células, 

continuamente em direção à malignidade (WEINSTEIN, 1988). 

Pela frequência com que os agentes carcinogênicos fazem parte do 

nosso dia a dia e por seus efeitos prejudiciais em nosso material genético, é 

importante que existam técnicas laboratoriais que permitam uma sensível detecção 

de danos no DNA e reparos. Os danos induzidos no DNA são, freqüentemente, 

específicos no nível tecidual e celular. Uma técnica, para ser considerada 

“apropriada”, deve ter o poder de detectar danos e reparos no DNA em células 

individuais, que forem submetidas a uma variedade de condições experimentais 

(TICE, 1995). 

O interesse crescente na genotoxicidade por poluentes potenciais tem 

gerado o desenvolvimento de vários testes biológicos para detecção e identificação 

de genotoxicantes no ar, na água e no solo. Peixes forneceram um modelo 

adequado para o monitoramento de genotoxicidade aquática e qualidade da água de 
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descarte pela sua capacidade de metabolizar xenobióticos e acumular poluentes. O 

método de micronúcleos tem sido utilizado com sucesso em várias espécies de 

peixes para realizar esta análise (AL-SABTI, 1994; AL-SABTI; METCLAFE, 1995; 

MINISSI; CICCOTTI; RIZZONI, 1996). 

O desenvolvimento de um programa de biomonitoramento em peixes 

requer conhecimento da cinética do ciclo de vida dos eritrócitos e indução de 

micronúcleos. A frequência da formação espontânea e indução de micronúcleos 

acima do normal necessitam ser determinada para confirmar o monitoramento desta 

espécie através deste método. No corpo dos peixes o sitio hematopoiético 

significativo está localizado na cabeça do fígado, porém, o método de micronúcleo 

em eritrócitos de sangue periférico vem sendo eleito por diferentes autores como 

significado de ponto final (KLIGERMAN; BLOOM; HOWELL, 1975; HOOFTMAN; DE 

RAAT, 1982).  

 

1.6 Testes de Mutagenicidade e Genotoxicidade 
 

Mutação é toda alteração do material genético de uma célula que não 

resulta de segregação ou de recombinação, podendo ser espontânea ou induzida 

por agentes físicos, químicos ou biológicos. Se a alteração incidir sobre células 

somáticas pode levar a um processo carcinogênico no indivíduo, se ocorrer em 

células germinativas podem produzir doenças ou mau formações nas gerações 

futuras (RABELLO-GAY, 1991). As mutações gênicas, ou de ponto, são 

modificações de um ou de poucos nucleotídeos. As alterações cromossômicas 

consistem em mudanças que afetam segmentos relativamente extensos do genoma 

e causam as modificações estruturais e numéricas (ALBERTS et al., 2004). 

As substâncias que induzem diferentes efeitos na morfo-fisiologia 

celular são agrupadas em duas categorias principais: as genotóxicas e as 

citotóxicas ou cicloativas. As genotóxicas alteram o funcionamento ou estrutura 

normal do material genético e podem causar mutações gênicas e alterações 

cromossômicas. As citotóxicas causam modificações do aparelho mitótico ou 

deprimem a síntese de macromoléculas essenciais à vida celular e, como 

consequência, causam diminuição ou atraso da divisão celular ou morte celular 

(RIBEIRO, 2003). 

Os agentes, os clastogênicos causam quebras cromossômicas 
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interferindo na localização e no número de genes, sendo que inversões e 

translocações são mudanças na localização dos genes nos cromossomos e, 

deficiências e duplicações consistem em alterações no número dos genes dos 

mesmos (RIBEIRO, 2003). 

As mutações contribuem de forma significativa para o estabelecimento 

das doenças humanas e más formações congênitas, embora a extensão desta 

contribuição seja desconhecida (RIBEIRO, 2003). 

Testes de genotoxicidade dispõem de diversas metodologias que os 

tornam importantes para pesquisa e avaliação de toxicidade celular podendo 

identificar potenciais carcinogênicos e mutagenicidade. Os testes atuam em um 

sistema experimental, divididos em quatro níveis, onde o primeiro nível engloba 

ensaios moleculares e em bactérias (avaliação de mutação em gene bacteriano); o 

segundo nível consiste em provas in vitro em células de cultivo (avaliação de 

aberrações cromossômicas); o terceiro nível compreende análises in vivo (avaliação 

de mutações gênicas em células de mamíferos); o quarto e último nível corresponde 

aos estudos em populações expostas a materiais genotóxicos (CRUZ; FREITAS, 

2010).  

Várias técnicas podem ser utilizadas para testes, tais como: coeficiente 

DNA/proteína, atividade de enzimas mitocondriais, proliferação celular, quebras e 

reparo de DNA, índices mitóticos, identificação de danos, aberrações 

cromossômicas, não disjunções, detecção de apoptose e necrose (CRUZ; FREITAS, 

2010). Dentre os principais testes estão: 

1. Teste de Ames (teste de mutagenicidade com Salmonella 

typhimurium): este teste fundamenta-se na restauração ou 

compensação de um defeito genético especifico que causa 

exigência a um determinado nutriente. A frequência de mutação 

reversa é facilmente medida pela contagem do número de colônias 

que crescem em meio mínimo após exposição de uma população a 

um agente mutagênico. Este teste permite a monitorização da ação 

direta sobre o material genético e a verificação da atividade positiva 

e ou negativa de metabólitos após biotransformação, semelhante ao 

o que ocorreria nos fígados dos mamíferos (CRUZ; FREITAS, 

2010); 



 22 

2. Eletroforese para célula única em gel (SCGE) ou “Teste do 

Cometa”: consiste na quantificação de danos em DNA de células 

embebidas em gel de agarose, permite a detecção de danos e 

reparos em uma única célula. Suas vias de reparo de DNA podem 

ocorrer das seguintes formas: reversão da lesão, reparo por 

excisão, reparo recombinacional e tolerância a lesões (CRUZ; 

FREITAS, 2010); 

3. Teste do micronúcleo: o micronúcleo é um núcleo adicional e 

separado do núcleo principal de uma célula durante a divisão 

celular por cromossomos ou seus fragmentos que se atrasam em 

relação aos demais. Resulta de alterações estruturais 

cromossômicas espontâneas ou experimentais induzidas ou ainda, 

falhas no fuso celular, sendo, portanto, excluído do novo núcleo 

formado na telófase (RAMÍREZ; SALDANHA, 1998; RIBEIRO, 

2003). 

 

1.7 Teste do Micronúcleo  
 

Os micronúcleos foram descritos no citoplasma de eritrócitos há mais 

de um século, e foram chamados de “fragmentos do material nuclear” por Howell ou 

“corpúsculos intraglobulares” por Jolly, no final do século XIX e início do XX. Devido 

a esta descoberta, os hematologistas chamaram esta estrutura de corpúsculo de 

Howell-Jolly (KIRSCH-VOLDERS et al., 2003). 

O teste do Micronúcleo é utilizado para avaliar os efeitos genotóxicos, 

produzidos por baixas doses de carcinogênicos químicos ou físicos, em tecidos de 

mamíferos. Os micronúcleos são formados de fragmentos cromossômicos ou 

cromatídicos acêntricos e de cromossomos que se atrasam, em relação aos demais, 

em sua migração para os pólos do fuso na anáfase; neste caso, são excluídos do 

novo núcleo formado na telófase. Estes micronúcleos são corpúsculos contendo 

DNA Feulgen - positivo no citoplasma, sem qualquer conexão estrutural com o 

núcleo principal, podendo haver um ou mais por célula. Sua freqüência aparece 

aumentada em tecidos expostos a agentes carcinogênicos bem antes de qualquer 

sintoma clínico. O teste do Micronúcleo pode ser aplicado a qualquer população de 

células humanas esfoliadas, tais como, do tecido da mucosa bucal, da bexiga, do 
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ureter, dos brônquios e da cérvix (RIBEIRO, 2003). A sensibilidade deste teste é 

comparável àquela da análise de quebras e trocas cromatídicas (RIBEIRO, 2003).  

O teste do micronúcleo detecta substâncias mutagênicas que quebram 

os cromossomos (substâncias clastogênicas) ou que interferem na formação do fuso 

mitótico, alterando a distribuição equitativa dos cromossomos durante a divisão 

celular (Figura) (RIBEIRO, 2003; FLORES; YAMAGUCHI, 2008). 

 

Figura – Formação de uma célula micronucleada (RIBEIRO, 2003). 
 

 
 

Evans et al. (1959, apud HEDDLE et al., 1983) usaram a frequência de 

micronúcleos para medir o dano citogenético induzido em células de raízes de Vicia 

fasba por raio nêutrons e gama na presença e ausência de oxigênio. Heddle, em 

1973, e Schmid, em 1975 (apud AL-SABTI, 1994), recomendaram o uso de células 

da medula óssea de camundongos para detectar danos causados por mutágenos 

químicos e demonstraram uma conexão entre freqüência de micronúcleos e danos 

citogenéticos.   

Os agentes clastogênicos podem ser detectados, em uma primeira 

abordagem, pelo teste do micronúcleo, realizados em mamíferos "in vivo". As 

substâncias a serem testadas são geralmente administradas a roedores e o efeito 

verificado em esfregaços de medula óssea. O ensaio serve como um primeiro 

passo no estudo de compostos mutagênicos. Desta forma, constitui – se num 

parâmetro bem oportuno para a avaliação de populações expostas (HEDDLE et al., 

1983; FENECH; MORLEY, 1985; SARTO et al., 1987). Alguns danos severos ao 

material genético, como rearranjos assimétricos com fragmentos, não disjunção e 

quebras, que embora possam ser visíveis como aberrações cromossômicas em 
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metáfases, geralmente não permitem que a célula se divida (CARRANO, 1973), o 

que é necessário para expressar micronúcleos. 

Os métodos de avaliação de micronúcleos apresentam as vantagens 

de serem simples, de curta duração, de baixo custo e por permitirem uma análise 

rápida de um elevado número de células, quando comparados a outros ensaios. 

Além disso, podem ser aplicados praticamente a qualquer população de células 

que estejam em constante divisão celular (in vivo ou in vitro), durante exposição a 

agentes genotóxicos, clastogênicos, ambos ou aneugênicos (RIBEIRO, 2003). 

 

1.8 Anormalidades Nucleares 
 
 Os eventos genotóxicos podem induzir ainda diversos outros estados 

nucleares como a formação de células binucleadas ou núcleos do tipo broken egg. 

Uma outra situação de defesa celular contra o dano genético é a apoptose. Em 

regras gerais, a apoptose representa a morte celular programada por genes 

específicos. A apoptose também pode produzir núcleo picnótico, cromatina 

condensada e cariorréxis (TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992). 

Além da avaliação dos micronúcleos está proposta também a 

avaliação das seguintes anormalidades nucleares na quantificação do dano 

genético (TOLBERT; SHY; ALLEN, 1992):  

1. cariorréxis, cromatina condensada e picnose: associadas a 

citotoxicidade (necrose) e genotoxicidade (apoptose); 

2. cariólise: associada à necrose; 

3.  binucleação: provavelmente associada a estágios tardios da 

divisão celular; 

4. broken-eggs: descrito primeiramente por Sarto et al. (1987), mas 

de origem e significados desconhecidos. 

 
Diante do exposto, e sabendo-se que o óxido de crômio radioativo 

pode otimizar a avaliação da digestibilidade em peixes, é importante que se avalie a 

possibilidade deste composto ser genotóxico. 
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3 OBJETIVO 
 

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial genotóxico do 51Cr2O3, 

um marcador biológico para estudos de nutrição e fisiologia, por meio da frequência 

de anormalidades nucleares em eritrócitos de  tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus 

L.). 
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RESUMO 
 

Avaliou-se o potencial genotóxico do 51Cr2O3, utilizado como marcador biológico em 
estudos de nutrição e fisiologia, por meio da frequência de anormalidades nucleares. 
Foram utilizadas 40 tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus L.) adultas e machos (01 
animal/aquário), em um delineamento experimental casualizado. O período 
experimental foi de 21 dias, sendo 14 dias para adaptação às instalações e 
recebendo ração encapsulada, isenta do marcador, com 30% de proteína bruta (PB)  
e 2.800 Kg-1Kcal de energia digestível (ED)/kg de ração. Após este período, foram 
fornecidas diariamente duas cápsulas contendo óxido de crômio, 51Cr2O3 (forma 
radioativa) (grupo experimental) e cápsulas contendo a ração sem o marcador até a 
saciedade. Foram avaliados sete tempos amostrais. O marcador não foi absorvido 
significativamente pelo trato digestório, porém o teste do micronúcleo e a frequência 
de anormalidades nucleares demonstraram que houve efeito genotóxico significante 
sobre os eritrócitos de juvenis de tilápias do Nilo, expostos à concentração de 66 
µCi.g-1 de 51Cr, na forma de óxido de crômio, para os sete tempos amostrais. 
 

Palavras-chave: Teste de Micronúcleo, peixe, radiação, crômio, dano de DNA, 

genotoxicidade. 

 
 

SUMMARY 
 

The genotoxic potential of 51Cr2O3, used as a biological marker in studies of nutrition 
and physiology, was evaluated through the frequency of nuclear abnormalities. We 
used 40 adult, male Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) (01 animal / tank) in a 
randomized design. The experimental period lasted 21 days, with 14 days to adapt to 
the installations and  receiving encapsulated feed, free of the marker, with 30% crude 
protein (CP) and 2,800 Kg-1Kcal of digestible energy (DE)/kg. After this period, two 
capsules containing chromium oxide, 51Cr2O3 (radioactive form), were provided daily 
(experimental group) and to satiety were administered capsules containing the diet 
without the marker. We evaluated seven times sampling. The marker was not 
significantly absorbed by the digestive tract, but the micronucleus test and the 
frequency of nuclear abnormalities demonstrated that there was significant genotoxic 
effect on the erythrocytes of juvenile Nile tilapia, exposed to concentrations of 
66µCi.g-1 of 51Cr in the form of chromium oxide, for the seven sampling times. 
 

Key words: Micronucleus test, fish, radiation, chromium, DNA damage, genotoxicity. 
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INTRODUÇÃO 
 

As tilápias pertencem à ordem Perciformes, família Cichlidae, são 

originárias do continente africanas e encontradas principalmente nas bacias dos rios 

Nilo, Níger, Tchade e nos lagos do centro–oeste (Merengoni, 2006).  

A tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie mais cultivada em 

países da zona tropical. Isto ocorre, pois apresenta boa aceitação e elevado valor 

comercial, excelente conversão alimentar e por isso custo de produção 

relativamente baixo (Merengoni, 2006). A energia utilizada para o crescimento das 

tilápias do Nilo é influenciada pela composição de micronutrientes em sua dieta. 

(Schrama et al., 2011). Peixes em criadouro comem frequentemente uma 

quantidade pré-determinada de um único tipo de comida. Assim os peixes podem 

não compensar a eventual falta de um nutriente e do conteúdo energético o qual 

pode levar a perda de peso. Predizer a proporção alimentar próxima a ingesta 

alimentar voluntária do peixe é essencial para maximizar a taxa de crescimento e 

minimizar o desperdício de comida no ambiente aquático (Subramanian et al, 2012). 

Entender os efeitos da alimentação sobre a tilápia e a sua fisiologia 

digestiva tem como principal objetivo, melhorar o rendimento aquícola, 

especialmente nos países em desenvolvimento (De Silva et al., 1990). Para esta 

avaliação da fisiologia digestiva são usados diversos tipos de marcadores biológicos, 

entre eles, o crômio (Ajakaiyne  et al, 2003). 

O crômio é um metal que ocorre naturalmente em baixas 

concentrações (µg.L-¹ ou µg.kg-¹) no ar, água, solo e essencialmente em materiais 

biológicos. Na forma de óxido de crômio (Cr2O3) é insolúvel e estável (Sasson, 

1966), sendo utilizado como marcador biológico em estudos de nutrição e fisiologia 

(Kotb and Luckey, 1972). 

Harrison et al. (1968) utilizaram o óxido de crômio em sua forma 

radioativa, 51Cr2O3, em estudos de nutrição, como marcador biológico. A utilização 

do isótopo radioativo 51Cr, na forma de 51Cr2O3, com pureza de 99,99%, permite uma 

leitura, direta simples, sensível e precisa do elemento nas amostras do material, 

reduzindo o viés associado com a análise química, especialmente em estudos de 

digestibilidade e recuperação completa (Kane et al., 1959; Krawielitzki et al.,1987). 

Isótopos radioativos aplicados aos estudos de digestibilidade sugerem diminuição de 

tempo e trabalho, substituindo a leitura automática de amostras para o ensaio 
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químico do Cr2O3, o qual é relativamente lento, e maior precisão, reduzindo a 

quantidade de erro associado com a análise química do Cr2O3 (Kane et al., 1959; 

Krawielitzki et al.,1987). O tempo necessário para uma determinação química do 

óxido de crômio pelo método de Edin leva em média 1 hora. O tempo necessário 

para uma determinação de óxido de crômio radioativo é de cerca de 10 minutos. Se 

as amostras são executados em triplicata ou quadruplicata, é evidente que o método 

de óxido de crômio radioativo poupa tempo, trabalho e produtos químicos (Kane et 

al., 1959; Krawielitzki et al.,1987). 

O crômio VI é considerado um carcinógeno para seres humanos e 

ratos, havendo evidencias que este cause danos oxidativos e adutos de DNA 

(McCarroll et al.,2010). O 51Cr é um emissor de radiação gama e pode levar à ejeção 

de elétrons dos átomos e de íons eletricamente carregados quando estão situadas 

dentro ou próximo de moléculas de DNA (Kane et al., 1959). O 51Cr pode promover 

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

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

disjunção e quebra cromossômica (Kirsch-Volders; Fenech, 2001). 

Danos no DNA podem ser avaliados utilizando o teste de micronúcleo, 

pois este teste é potencialmente sensível em várias espécies (Fenech, 2000), bem 

como nos peixes (Al-SabtI et al., 1994). 

Outras anormalidades nucleares nas células também são indicadoras 

de mutagenicidade, tais como células disformes, broken-eggs, picnose, binucleação 

e degeneração, sendo que estas anormalidades correspondem a diferentes 

processos biológicos (Tolbert et al., 1991). O registro da ocorrência de 

anormalidades nucleares tem sido considerado como uma abordagem confiável dos 

efeitos genotóxicos e citotóxicos em organismos aquáticos (Russo et al., 2004). 

Diante do exposto, e sabendo-se que o óxido de crômio radioativo 

pode otimizar a avaliação da digestibilidade em peixes e que não há estudos na 

literature sobre sua aplicação na avaliação da digestibilidade de peixes, é importante 

que se avalie a possibilidade deste composto ser genotóxico. 

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial genotóxico do 51Cr2O3, 

um marcador biológico para estudos de nutrição e fisiologia, por meio da frequência 

de anormalidade nucleares em eritrócitos de tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus 

L.). 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 Foram utilizadas 40 tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus L.), adultas, 

do sexo masculino, pesando 672,97 ± 10,81g, selecionados aleatoriamente de um 

grupo original de 300 peixes, os quais estavam estocados em 70 aquários de 

plástico de 85L, suprido com sistemas de aeração e linha de água, independentes. 

Após a seleção, os 40 animais foram separados um por tanque. Os seguintes 

parâmetros de qualidade da água foram monitorados uma vez ao dia com o kit de 

análise de água HACH FF-02 Fish Farmer’s water quality test kit (Hach Company, 

Loveland, EUA): temperatura, pH e concentrações de nitrito, amônia total e oxigênio 

dissolvido.  

Os peixes foram aclimatados às condições laboratoriais durante 14 

dias e alimentados a vontade, com dieta basal contendo 30% de proteína bruta (PB) 

e 2.800 Kg-1Kcal de energia digestível (ED)/kg de ração (AOAC, 1990; NRC, 1993). 

Amido de milho (Amilogill 2100; Cargill Agr. SA, Uberlândia, MG, Brasil) foi 

adicionado à dieta (40%) como fonte de carboidratos. 

Foi realizada uma pré-mistura de 20g de dieta basal com 0,0074g de 
51Cr2O3 (emissão gama; meia-vida de 27,8 dias) (Anderson, 1981). À 117,5g de dieta 

basal foi adicionada a pré-mistura, sendo cuidadosamente homogeneizadas e o 

produto final foi denominado de dieta experimental. As dietas basal e experimental 

foram incluídas em cápsulas gelatinosas de 0,5g. A medida radioativa média de 

cada cápsula apresentava atividade específica de 66 µCi (2.442 MBq) [pureza de 

99,99% (Krawielitzki et al.,1987), Instituto de Pesquisa de Energia Nuclear - IPEN, 

São Paulo, Brasil], e 0,00635g Cr2O3 (99,99% pureza; Aldrich Chemical Company, 

Inc.), com concentração total do marcador de 100 mg.g-1 (Krawielitzki et al.,1987). A 

atividade específica de 66 µCi é considerada baixa para rejeito sólido (<50µCi /kg.h) 

(Resolução CNEN-NE-6.05, novembro de 1985). 

Trinta e cinco peixes foram alimentados com duas cápsulas da dieta 

experimental mais cápsulas contendo a dieta basal até saciedade aparente (grupo 

experimental). Os peixes do grupo controle (n=5) foram alimentados com cápsulas 

contendo dieta basal somente. Os peixes foram escolhidos ao acaso, foram 

anestesiados com 1,0g de benzocaína a 100mg.L-1 (Merck, EUA), dissolvido em 

álcool e após este procedimento foram sacrificados (Sudagara et al., 2009). Foram 



 38 

coletadas separadamente amostras de sangue por punção intracardíaca, utilizando-

se um tubo vacutainer heparinizado, com capacidade para 10 mL. O primeiro grupo 

de peixes foi avaliado no tempo 0, antes do início da dieta experimental (Grupo 

controle). 

Dos peixes do grupo experimental foram coletadas amostras de tecido 

renal (TR), tecido hepático (TH), do conteúdo do trato digestório (CTD) e da água do 

aquário (AQ), além de sangue (Spyridakis et al., 1989), com 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias 

de dieta. 

 Testes Anormalidades Nucleares  
 

 Foram feitos dois esfregaços sanguíneos por animal das amostras 

colhidas de sangue, fixados em metanol absoluto e após 24 horas, corados com 

Giemsa (Dolles, São Paulo, Brasil) a 5% por 30 minutos. Foram analisadas 1000 

células por lâmina/ animal/dia. A análise das lâminas foi feita de acordo com Fenech 

et al. (2003). A frequência de micronúcleos (MN), células deformadas, broken-eggs, 

picnose, células binucleadas e células degeneradas obtidas para cada tempo de 

exposição foram confrontadas a do grupo controle, comparando as médias usando 

o, teste T para duas amostras independentes (Pimentel-Gomes, 2000). A análise 

das lâminas foi cega e realizada por um único avaliador. 

 
Determinação do 51Cr, na forma de 51Cr2O3 

A atividade específica foi determinada em todas as amostras. As 

leituras da atividade do 51Cr (contagens por minuto) foram transformados 

logaritmicamente [log10 (cpm.g-1 ou cpm.mL-1 + 10)], montadas em curvas de 

regressão e comparadas através dos coeficientes angulares e de linearidade 

(Pimentel-Gomes, 2000). 

 

Descarte dos resíduos radioativos 
Resíduos radioativos foram descartados de acordo com normativas do 

Conselho Nacional de Energia Nuclear Brasileiro (CNEN-NE-6.05, novembro de 

1985), o quela segue a regulamentação internacional. 
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Aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais 
 Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

da Universidade do Oeste Paulista (CEUA/UNOESTE - Protocolo nº. 551/2010).  

 
RESULTADOS 
 

Durante o período de coleta, foram encontrados os seguintes valores 

médios dos parâmetros da qualidade da água: temperatura (28,0 ± 0,2oC), oxigênio 

dissolvido (4,6 ± 0,1 mg.L-1), pH (6,6 ± 0,1), amônia (0,13 ± 0,01 mg.L-1) e nitrito 

(0,05 mg.L-1). 

A leitura da atividade específica do 51Cr nas amostras de sangue, no 

tecido renal e hepático dos animais do grupo experimental, após transformação 

logarítmica, foram comparadas através de regressão simples, através dos 

coeficientes angular e linear das mesmas e não apresentaram diferença estatística 

significativa entre os tempos estudados (p>0.05). Quando estas regressões foram 

comparadas com as ajustadas às amostras da água do aquário e do conteúdo do 

trato digestório dos peixes que receberam o marcador biológico 51Cr2O3 contendo 

atividade radioativa, verificou-se que houve um aumento linear significativo ao longo 

dos dias (p<0.05) (Figura 1). 
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Figura 1. Estimativas da radiação, após transformação logarítmica, em função do 

tempo (dias) de coleta, para cada amostra do grupo experimental (n=35). 

 

A frequência de micronúcleos variou consideravelmente de um 

individuo para outro (0.03% a 0.47%), sendo que entre indivíduos no dia 0 (controle) 

foi de 0.23 ± 0.15%, assim como as demais alterações celulares: células disformes – 

0.31 ± 0.56%, broken-eggs 0.29 ± 0.35%, picnose 0.29 ± 0.25%, binucleação 0.19 ± 

0.33% e degeneração 0.24 ± 0.44% (Tabela 1). 

A amostragem dos peixes, através da coleta de sangue para a 

realização dos testes de micronúcleos (MN) e das demais anormalidades celulares 

em eritrócitos de peixes foram realizados em sete momentos após o início do 

tratamento e houve um aumento significativo das alterações (p<0.05) até o sétimo 

dia amostrado (Tabela 1). 
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Tabela 1. Frequência de características nucleares (‰) em eritrócitos de tilápias do 

Nilo (Oreochromis niloticus L.) expostas 7 dias ao 51Cr2O3, como marcador biológico* 

(n=40). 

 

Exposiçã
o (dias) 

Frequência de anormalidades nucleares (por mil) 

MN Células 
disformes 

Broken-
eggs Picnose Binucleaçã

o 
Degene- 

ração 

0# 0.23 ± 
0.15a 0.31 ± 0.56a 0.29 ± 

0.35a 
0.29 ± 
0.25a 

0.19 ± 
0.33a 

0.24 ± 
0.44a 

1 0.38 ± 
0.27ab 

0.31 ± 
0.42ab 

0.33 ± 
0.37ab 

0.30 ± 
0.26a 

0.24 ± 
0.36ab 

0.25 ± 
0.49a 

2 0.60 ± 
0.34bc 

0.41 ± 
0.20abc 

0.40 ± 
0.15b 

0.45 ± 

0 19ab 

0.34 ± 
0.24abc 

0.32 ± 
0.19a 

3 0.78 ± 
0.43cd 

0.50 ± 
0.30bc 

0.41 ± 
0.30bc 

0.47 ± 
0.32abc 

0.51 ± 
0.29cd 

0.44 ± 
0.12b 

4 0.90 ± 
0.11d 

0.52 ± 
0.46bc 

0.47 ± 
0.25bc 

0.55 ± 
0.36bc 

0.57 ± 
0.39d 

0.55 ± 
0.45bc 

5 0.93 ± 
0.15d 0.55 ± 0.25c 0.48 ± 

0.31bc 
0.57 ± 
0.14bc 

0.57 ± 
0.32d 

0.57 ± 
0.14c 

6 1.01 ± 
0.16de 0.61 ± 0.42c 0.53 ± 

0.33bc  
0.58 ± 
0.20bc 

0.65 ± 
0.55d 

0.59 ± 
0.21c 

7 1.11 ± 
0.21e 0.67 ± 0.55c 0.57 ± 0.33c 0.60 ± 0.53c 0.67 ± 

0.45d 
0.69 ± 
0.57c 

*Médias das frequências de anormalidades nucleares ± desvio padrão. #grupo controle. Resultados 

em coluna com diferentes sobrescritos diferem significativamente (p < 0.05). 

 
DISCUSSÃO 
 

As características físicas e químicas da água monitorada durante o 

período experimental não apresentaram variações significativas entre os tratamentos 

e foram consideradas apropriadas para a vida dos peixes e o seu desenvolvimento 

natural (Boyd, 1990). 

O cromo tende a acumular-se no fígado, rins, pâncreas e baço, em vez 

de no sangue, músculos, coração e pulmões (Pechova and Pavlata, 2007), por esta 

razão, este estudo utilizou amostras de fígado e tecido renal de peixe para 

avaliação.  

As leituras da atividade do 51Cr das amostras do grupo experimental, 

transformada logaritmicamente e ajustado em relação ao tempo de exposição, 

utilizando os coeficientes de regressão linear e angulares ajustados, não mostrou 
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aumento significativo, indicando que o 51Cr sob a forma de 51Cr2O3 não foi absorvida. 

Estes dados confirmam os resultados obtidos por Utley et al. (1970), que utilizando 

óxido de crômio radioativo administrado por via oral para bovinos, não detectou 

traços de radiação no sangue ou na urina das novilhas.  

As amostras de água do aquário e os conteúdos do trato digestório, 

através das regressões angulares e lineares ajustadas, tiveram um aumento 

significativo durante a exposição em relação à amostra do primeiro dia, indicando 

que o marcador até ao sétimo dia aumentou a sua concentração no trato digestório 

dos peixes e a sua excreção aumentou a concentração de crômio radioativo na água 

do aquário. 

Como emissor de radiação gama ionizante, o 51Cr torna-se um 

potencial agente genotóxico. A espécie de peixe Oreochromis niloticus L., tilápia do 

Nilo, se presta adequadamente ao biomonitoramento, pois responde de maneira 

completamente diferente a cada agente genotóxico, variando a frequência das taxas 

de micronúcleos. Esta frequência variada provavelmente esteja relacionada com a 

farmacocinética do agente usado e a velocidade do ciclo hematopoiético (AL-SABTI; 

METCALFE, 1995). Neste estudo, a frequência de micronúcleos e demais 

anormalidades nucleares variaram consideravelmente de um indivíduo para outro no 

mesmo tempo de sacrifício, apesar de serem da mesma desova e do mesmo sexo. 

Estas diferenças dependem não somente da alimentação e a idade, mais também 

de fatores genéticos e ambientais (Pastor et al., 2002). 

O teste do micronúcleo e das demais anormalidades nucleares nos 

eritrócitos das tilápias do Nilo foram realizados em sete tempos durante a exposição, 

tornando assim possível acompanhar mudança nas frequências das alterações, 

conforme preconizado por Titenko et al. (1994). 

Estudos sobre as taxas de micronúcleos induzidas por diferentes 

agentes químicos mutagênicos em várias espécies de peixes demonstraram que 

estes geralmente apresentam pico entre o primeiro e o quinto dia após o início da 

exposição (Grisolia and Cordeiro, 2000), porém neste estudo houve um aumento 

significativo até o sétimo dia amostrado. Isto pode ter ocorrido, pois no presente 

estudo utilizou-se um agente físico radioativo. 

As alterações nucleares geralmente são formadas devido à exposição 

a substâncias clastogênicas e/ou aneugênicas e a taxa destas alterações pode 

depender da espécie, do genótipo, dos mecanismos de reparo do DNA, da 
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segregação cromossomal deficiente, do estado imune, do sexo e da idade do 

indivíduo (Zuniga-Gonzales, 2001). 

Os resultados das análises citológicas, nos diferentes tipos de 

anormalidades nucleares, à medida que os peixes foram sendo expostos a radiação 

gama proveniente do 51Cr2O3, indicaram que este é indutor de alterações que podem 

ter ocorrido durante a formação das células avaliadas. Ainda, as alterações 

morfológicas nucleares podem ser devidas às células que se duplicaram, mas não 

completaram a citocinese, ou amplificação gênica que será eliminada através de 

brotamentos ou divisão mitótica incompleta (Fenech and Neville, 1992; AL-SABTI;  

METCALFE, 1995). A presença de eritrócitos bilobulados (em divisão mitótica) no 

sangue periférico pode estar associada com aumento provisório da capacidade de 

transporte de oxigênio, ou ainda com uma forma de senescência celular (Houston 

and Murad, 1995).  

Embora não tenha ocorrido absorção do óxido de crômio radioativo, as 

alterações nucleares e a frequência de micronúcleos aumentaram significativamente 

até o final do experimento. Isto pode ter ocorrido devido ao acúmulo de material 

radioativo disperso na água ou saturação do trato digestório pelo 51Cr, na forma de 

óxido de crômio.  

Estudos mostram que minhocas sobrevivem em solo contaminado com 

elevados níveis de matais radioativos, como o arsênio, cadmio, chumbo e crômio, 

embora uma certa quantidade de radionuclídeos  fique acumulada em seus corpos 

(Mrdakovic et al., 2012). Assim a hipótese de saturação do trato digestório é a mais 

plausível para explicar o efeito genotóxico do óxido de crômio radioativo, pois 

embora não tenha sido absorvido, a presença deste no trato digestório mantém a 

emissão da radiação dentro do organismo. 

 
CONCLUSÃO 
 

O óxido de crômio radioativo demonstrou não ser absorvido pelo trato 

digestório, porém o teste do micronúcleo e a frequência de anormalidades nucleares 

demonstraram que houve efeito genotóxico significante sobre os eritrócitos de 

tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus L.), expostos à concentração de 66 µCi.g-1 de 
51Cr, na forma de 51Cr2O3, para os sete tempos amostrais. 
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ANEXO A – Aprovação do Trabalho pela Comissão de Ética no Uso de Animais 
(CEUA) da Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE). 
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concentration, LC-50 or lethal dose, LD-50) as a major finding are usually not 
considered. 
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Material and methods 



 54 

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already 
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be 
described. 
Theory/calculation 
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already 
dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a 
Calculation section represents a practical development from a theoretical basis. 
Results 
Results should be clear and concise. 
Discussion 
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A 
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive 
citations and discussion of published literature. 
Conclusions 
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, 
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and 
Discussion section. 
Appendices 
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae 
and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. 
(A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and 
figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.  
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• Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a 
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name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where 
the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case 
superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate 
address. Provide the full postal address of each affiliation, including the country 
name and, if available, the e-mail address of each author. 
• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all 
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone 
and fax numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail 
address and the complete postal address. Contact details must be kept up to date by 
the corresponding author. 
• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the 
article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent 
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which 
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. 
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes. 
Abstract 
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should state briefly the purpose of the research, the principal results and major 
conclusions. An abstract is often presented separate from the article, so it must be 
able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, 
they must be cited in full, without reference to the reference list. Also, non-standard 
or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined 
at their first mention in the abstract itself. 
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Keywords 
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American 
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for 
example, 'and', 'of'). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly 
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing 
purposes. 
Abbreviations 
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on 
the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract 
must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure 
consistency of abbreviations throughout the article. 
Acknowledgements 
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the 
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the 
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research 
(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.). 
Math formulae 
Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus 
(/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, 
variables are to be presented in italics. Powers of e are often more conveniently 
denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed 
separately from the text (if referred to explicitly in the text). 
Footnotes 
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the 
article, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into 
the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the 
position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at 
the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list. 
Table footnotes 
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter. 
Artwork 
Electronic artwork 
General points 
• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork. 
• Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font. 
• Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol. 
• Number the illustrations according to their sequence in the text. 
• Use a logical naming convention for your artwork files. 
• Provide captions to illustrations separately. 
• Produce images near to the desired size of the printed version. 
• Submit each figure as a separate file. 
A detailed guide on electronic artwork is available on our website: 
http://www.elsevier.com/artworkinstructions 
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given 
here. 
Formats 
Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 
'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution 
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given 
below): 
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EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'. 
TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi. 
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi. 
TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 
dpi is required. 
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, 
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is'. 
Please do not: 
• Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the 
resolution is too low; 
• Supply files that are too low in resolution; 
• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 
Color artwork 
Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS 
Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you 
submit usable color figures then 
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on 
the Web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these 
illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in 
print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of 
your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or on the 
Web only. For further information on the preparation of electronic artwork, please see 
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 
Please note: Because of technical complications which can arise by converting color 
figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) 
please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations. 
Figure captions Ensure that each illustration has a caption. Supply captions 
separately, not attached to the figure. A caption should comprise a brief title (not on 
the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations 
themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used. 
Tables 
Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place 
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript 
lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that 
the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the 
article. 
References 
Citation in text 
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference 
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. 
Unpublished results and personal communications are not recommended in the 
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in 
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and 
should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' 
or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item 
has been accepted for publication. 
Web references 
As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was 
last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference 
to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed 
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separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can 
be included in the reference list. 
References in a special issue 
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and 
any citations in 
the text) to other articles in the same Special Issue. 
Reference style 
Text: All citations in the text should refer to: 
1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and 
the year of publication; 
2. Two authors: both authors' names and the year of publication; 
3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of 
publication. 
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be 
listed first alphabetically, then chronologically. 
Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). 
Kramer et al. (2010) have recently shown ....' 
List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted 
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the 
same year must be identified by the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of 
publication. 
Examples: 
Reference to a journal publication: 
Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific 
article. J. Sci. Commun. 163, 51–59. 
Reference to a book: 
Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New 
York. 
Reference to a chapter in an edited book: 
Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your 
article, in: Jones, B.S., Smith, R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-
Publishing Inc., New York, pp. 281–304. 
Journal abbreviations source 
Journal names should be abbreviated according to 
Index Medicus journal abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; 
List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; 
CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html. 
Video data 
Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance 
your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to 
submit with their article are strongly encouraged to include these within the body of 
the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the 
video or animation content and noting in the body text where it should be placed. All 
submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's 
content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable, 
please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred 
maximum size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online 
in the electronic version of your article in Elsevier Web products, including 
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you 
can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These 
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will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. 
For more detailed instructions please visit our video instruction pages at 
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 
Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the 
journal, please provide text for both the electronic and the print version for the 
portions of the article that refer to this content. 
Supplementary data 
Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your 
scientific research. 
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting 
applications, highresolution images, background datasets, sound clips and more. 
Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version 
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: 
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is 
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. 
Authors should submit the material in electronic format together with the article and 
supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed instructions 
please visit our artwork instruction pages at 
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 
Linking to and depositing data at PANGAEA 
Electronic archiving of supplementary data enables readers to replicate, verify and 
build upon the conclusions published in your paper. We recommend that data should 
be deposited in the data library PANGAEA (http://www.pangaea.de). Data are quality 
controlled and archived by an editor in standard machine-readable formats and are 
available via Open Access. After processing, the author receives an identifier (DOI) 
linking to the supplements for checking. As your data sets will be citable you might 
want to refer to them in your article. In any case, data supplements and the article will 
be automatically linked as in the following example: doi:10.1016/0016-
7037(95)00105-9. Please use PANGAEA's web interface to submit your data 
(http://www.pangaea.de/submit/). 
Submission checklist 
The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending 
it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of 
any item. 
Ensure that the following items are present: 
One author has been designated as the corresponding author with contact details: 
• E-mail address 
• Full postal address 
• Telephone and fax numbers 
All necessary files have been uploaded, and contain: 
• Keywords 
• All figure captions 
• All tables (including title, description, footnotes) 
Further considerations 
• Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked' 
• References are in the correct format for this journal 
• All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa 
• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources 
(including the Web) 
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• Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the 
Web (free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of 
charge) and in black-and-white in print  
• If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also 
supplied for printing purposes 
For any further information please visit our customer support site at 
http://support.elsevier.com. 
AFTER ACCEPTANCE 
Use of the Digital Object Identifier 
The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic 
documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is 
assigned to a document by the publisher upon the initial electronic publication. The 
assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document, 
particularly 'Articles in press' because they have not yet received their full 
bibliographic information. The correct format for citing a DOI is shown as follows 
(example taken from a document in the journal Physics Letters B): 
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When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, the DOIs 
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Proofs 
One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding 
author (if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) 
or, a link will be provided in the e-mail so that authors can download the files 
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for this you will need to download Adobe Reader version 7 (or higher) available free 
from http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files will 
accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given 
at the Adobe site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html. 
If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections 
(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please 
list your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then 
mark the corrections and any other comments (including replies to the Query Form) 
on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by 
post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness 
and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as 
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the 
Editor. We will do everything possible to get your article published quickly and 
accurately – please let us have all your corrections within 48 hours. It is important to 
ensure that all corrections are sent back to us in one communication: please check 
carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be 
guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may 
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