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RESUMO

O ensaio cometa, ou eletroforese em gel de célula unica (SCGE), é uma técnica
sensivel e versatil para detectar danos ao DNA em nivel individual, baseando-se na
migracao de fragmentos genéticos que formam uma cauda proporcional a gravidade
da lesdo. O objetivo deste trabalho foi padronizar o ensaio cometa alcalino em
linfécitos humanos para subsidiar o biomonitoramento de agricultores expostos a
agrotéxicos na regiao norte-central do Parana. O protocolo envolveu as etapas de
isolamento/cultivo celular, preparacao das laminas, lise, eletroforese, neutralizacao,
fixacdo, coloracdo e analise por microscopia de fluorescéncia. A padronizacao foi
concluida com sucesso, estabelecendo condigdes operacionais reprodutiveis para a
identificagdo de lesbes no DNA. Conclui-se que a técnica é robusta, viavel e
adequada para aplicagdo em estudos futuros de genotoxicidade e vigilancia em
saude ocupacional frente a agentes quimicos.

INTRODUCAO

O ensaio cometa, também denominado eletroforese em gel de célula Unica (SCGE),
€ uma metodologia rapida, simples e altamente sensivel para a deteccdo de danos
ao DNA em nivel individual (KUMARAVEL et al., 2009; GUNASEKARAN; RAJ;
CHAND, 2015). O principio do ensaio baseia-se na migracdo eletroforética de
fragmentos de DNA danificados e de menor peso molecular — detentores de carga
negativa — em diregdo ao anodo através de uma matriz de agarose. Esse processo
gera uma estrutura morfologicamente semelhante a cauda de um cometa
(KUMARAVEL et al, 2009), cuja extensdo e intensidade sdo diretamente
proporcionais a magnitude do dano genético presente na célula (KUMARAVEL et al.,
2009; CORDELLI; BIGNAMI; PACCHIEROTTI, 2021).

O ensaio pode ser conduzido sob condicées neutras ou alcalinas (CORDELLI;
BIGNAMI; PACCHIEROTTI, 2021; COLLINS et al., 2023). Em condicdes fisioldgicas,
quebras de fita e sitios apurinicos/apirimidinicos (AP) surgem continuamente devido
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a processos como hidrélise ou acao de radicais livres, como o radical hidroxila (OH¢)
e a exposicdo a agentes quimicos e fisicos pode induzir um amplo espectro de
lesbes, incluindo modificacdes de bases nitrogenadas, sitios AP, ligacdes cruzadas
(inter e intracadeias) e quebras diretas da fita de DNA (COLLINS et al., 2023).
Historicamente, para a condicao neutra € atribuida a deteccdo de quebras de fita
dupla e a condicado alcalina a identificacdo de quebras de fita simples e sitios AP, no
entanto, evidéncias recentes sobre a dindmica de migragcdo do DNA demonstraram
que o perfil de lesbes detectado em ambas as variantes € significativamente
sobreposto (CORDELLI; BIGNAMI; PACCHIEROTTI, 2021; COLLINS et al., 2023).
Dentre as principais vantagens da técnica, destaca-se a capacidade de avaliar o
dano gendmico individualizado por célula, o que confere maior robustez e poder as
andlises estatisticas. Somam-se a isso a baixa exigéncia de amostragem celular
(<10.000 células/lamina), a elevada sensibilidade e a aplicabilidade a diversos tipos
de células eucaridticas, tanto em modelos in vitro quanto in vivo.
Consequentemente, a metodologia é amplamente empregada para investigar o
potencial genotdxico de agentes fisicos e quimicos em multiplos sistemas bioldgicos
(KUMARAVEL et al., 2009; GUNASEKARAN; RAJ; CHAND, 2015; COLLINS et al.,
2023).

Nesse cenario, a padronizagdao rigorosa dos parametros do ensaio cometa é
indispensavel para assegurar a reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultados,
sobretudo em investigagdes de biomonitoramento humano e exposi¢ao ocupacional
a misturas complexas (CORDELLI; BIGNAMI; PACCHIEROTTI, 2021; COLLINS et
al., 2023). Diante disso, este trabalho objetivou padronizar o ensaio cometa alcalino
em linfécitos humanos, visando a sua aplicacdo na avaliacdo dos efeitos
genotodxicos e citotéxicos em agricultores expostos ocupacionalmente a agrotéxicos
na regiao nortecentral do Parana.

MATERIAIS E METODOS

Para a obtencao dos linfécitos, adicionaram-se a cada frasco de cultura 8,2 mL de
meio RPMI, 1,5 mL de soro fetal bovino (SFB), 200 uL de fitohemaglutinina e de
quatro a sete gotas de buffy coat. Em seguida, os frascos foram mantidos em
incubadora do tipo BOD a 37 °C por 24 horas. Apo6s a incubacao, uma aliquota de
10 pL da suspensao celular de cada frasco foi homogeneizada com 120 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (LMP, low melting point) a 37 °C. A mistura foi
pipetada sobre Iaminas previamente revestidas com agarose de ponto de fusao
normal, cobertas com laminula e mantidas a 4 °C por 5 minutos para a solidificacao
do gel. Decorrido esse tempo, as laminulas foram removidas e as laminas
permaneceram submersas em solucédo de lise pré-refrigerada a 4 °C, ao abrigo da
luz, por um periodo de 1 a 24 horas. Na etapa seguinte, as laminas foram dispostas
em cuba eletroforética sob banho de gelo e protegidas da luz. Adicionou-se o
tampé&o de eletroforese alcalino até a submersdo completa das laminas, mantendo-
as em repouso por 20 minutos para a desnaturagdo/desenrolamento do DNA. A
eletroforese foi conduzida a 25 V (~300 mA) por 25 minutos. Concluida a corrida, as
laminas foram submetidas a neutralizacdo com 5 mL de tampdo apropriado,
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realizando-se trés lavagens consecutivas de 5 minutos cada. Em seguida, foram
secas em posicao inclinada e fixadas por imersdo em etanol absoluto por 5 minutos.
Por fim, aplicaram-se 20 uL de brometo de etidio (2 pg/mL) sobre cada lamina. Apés
a coloragcdo com brometo de etidio, as Iaminas foram analisadas em microscépio de
fluorescéncia. A mensuragao das imagens foi realizada com o auxilio do software
Imaged. As células foram categorizadas visualmente em cinco niveis de dano,
segundo a metodologia descrita por Collins et al. (2008):Classe 0 (Nivel 0): Células
ndo danificadas, sem cauda visivel; Classes 1 a 4 (Niveis 1 a 4): Células que
apresentam lesdes no material genético em graus crescentes de fragmentacao e
migragéo, sendo a Classe 1 indicativa de dano minimo e a Classe 4 correspondente
ao nivel maximo de dano.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foram padronizados com sucesso as etapas fundamentais do
ensaio cometa alcalino em linfécitos humanos, desde o preparo de reagentes e
solugbes até a confeccdo das laminas, lise celular, corrida eletroforética,
neutralizacéo, fixacao, coloracao e analise por microscopia de fluorescéncia. O rigor
no controle dessas variaveis metodoldgicas permitiu estabelecer um protocolo
reprodutivel e robusto para o rastreio de lesdes no material genético. A consolidacao
desse protocolo viabiliza a deteccdo de danos ao DNA com base no padrdao de
migracao eletroforética dos fragmentos gendmicos. Células que mantém a
integridade do DNA apresentam nucleoides circulares e compactos, com auséncia
ou insignificante migracdo celular. Em contrapartida, células que sofreram lesdes
genotodxicas exibem migracao proporcional dos fragmentos de menor peso molecular
em direcao ao anodo, tendo a morfologia caracteristica de cometa. A padronizacéao
obtida consolida uma base metodoldgica consistente para as etapas subsequentes
da pesquisa, sendo uma opc¢ao para o biomonitoramento de populagcdes humanas
expostas ocupacionalmente a agrotéxicos na regidao nortecentral do Parana, por
permitir identificar precocemente o potencial citotoxico e genotéxico associado ao
uso de misturas complexas de pesticidas agricolas. A figura 1, demostra imagens de
microfluorescéncia do ensaio cometa de células de linfécitos humano com os

diferentes niveis de danos.

Figura 1. Andlise do ensaio cometa por microfluorescencia de ensaio cometa de células de linfécitos
humano (corante brometo de etideo), Barra de escala = 10um. A: Nivel 0, B: Nivel 1, C: Nivel 2, D:

. Nivel 3 e E: Nivel 4
CONCLUSOES

A padronizagdo das etapas do ensaio cometa alcalino em linfécitos humanos
estabeleceu um protocolo experimental reprodutivel, robusto e de alta sensibilidade
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para a avaliagao de les6es no material genético. A metodologia mostrou-se eficaz na
preservacao da integridade celular e na clara diferenciagdo visual dos niveis de
fragmentacdo do DNA (Classes 0 a 4) com o auxilio do software ImageJ,
confirmando a viabilidade operacional do procedimento. Em suma, o protocolo
padronizado consolida uma importante ferramenta biomédica para aplicacdo em
estudos futuros de vigilancia e biomonitoramento humano. Sua implementacéo
permitira mensurar de forma precisa o0s impactos citotéxicos e genotdxicos
decorrentes da exposicao ocupacional a agrotdéxicos em agricultores da regido norte-
central do Parana, fornecendo subsidios cientificos para acbes de prevencao e
saude trabalhista.
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