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INTRODUCAO

O Ensaio Cometa (EC), “Single Cell Gel Electro-
phoresis”, ¢ uma técnica rapida e eficiente quando usada
para quantificar as lesdes e detectar os efeitos do repa-
ro no DNA em células individualizadas de mamiferos.
Essa metodologia apresenta algumas vantagens sobre os
testes bioquimicos e citogenéticos, entre as quais a utili-
zac¢do de um pequeno numero de células que nao neces-
sariamente estejam em divisdo. As células, englobadas
em gel e espalhadas sobre uma lamina, sdo submetidas
a uma corrente elétrica que age como uma forga pro-
porcionando a migragdo dos segmentos de DNA livres,
resultantes de quebras, para fora do ntcleo. Apds a ele-
troforese, as células que apresentam um nucleo redondo
sao identificadas como normais, sem dano detectavel no
DNA. Por outro lado, as células lesadas sdo identifica-
das visualmente por uma espécie de cauda, similar a um
cometa, formada pelos fragmentos de DNA. Estes frag-
mentos podem se apresentar em diferentes tamanhos, e
ainda estar associados ao nticleo por uma cadeia simples.
Para alguns autores, o tamanho da cauda ¢ proporcional
a dimensao do dano que foi causado, mas ¢ de consenso
que a simples visualizagdo do “cometa” ja significa que
danos estdo presentes no DNA, podendo ser quebras de
fita simples, duplas, crosslinks, sitios de reparo por exci-
sdo e/ou lesoes alcali-labeis.

A identificacdo do dano no DNA pode ser feita por
diferentes maneiras como, por exemplo, medir o compri-
mento do DNA migrante com a ajuda de uma ocular de
medidas, ou ainda classificar visualmente, em diferentes
niveis de dano, as células analisadas, podendo se obter
um valor arbitrario que expresse o dano geral sofrido por
uma populacdo de células.

O Ensaio Cometa € utilizado amplamente na gené-
tica médica, genética toxicoldgica ecotoxicologica, em
diagndsticos e tratamentos médicos, medicina ambien-
tal, ocupacional, biomonitoramento ambiental, além de
outras aplicacdes. A proposta deste trabalho € ensinar, de

forma simples, essa metodologia que vem sendo utiliza-
da para o ensino de Genética Toxicoldgica.

MATERIAL E METODOS

SOLUCOES

1. PBS (10X) = PHOSPHATE BUFFER

SOLUTION / pH 7,4

80,0 gde NaCl +2,0 g KCI+ 21,7 g Na2HPO4
.7H20 + 2,0 g KH2PO4

Completar, para 1 litro, com agua destilada.
Solugdo uso: diluir 10X e ajustar o pH para 7,4
(NaOH ou HCI).

Guardar na geladeira.

2. SOLUCAO DE LISE

146,1 g NaCl (2,5 M)+ 37,2 g EDTA (100mM)+
1,2 g de TRIS (10mM)

Completar, para 1 litro, com dgua destilada.
Acertar o pH com NaOH entre 10 ¢ 10,5.
Guardar em temperatura ambiente.

Solucdo uso: No momento do uso, adicionar 1
% Triton X-100 + 10 % DMSO e colocar na ge-
ladeira.

3. TAMPAO PARA ELETROFORESE (300mM
NaOH/ITmMEDTA) / pH >13

A =200g de NaOH + 500 ml 4gua destilada.

B = 14,89 g de EDTA + 200 ml de agua desti-
lada.

Manter as duas solugdes em temperatura am-
biente.

Solugdo uso (momento do uso): 30 ml da solu-
¢do A + 5 ml da solugdo B.

Completar, para 1 litro, com agua destilada e co-
locar na geladeira
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IMPORTANTE: o volume total depende do ta-
manho da cuba.

4. TAMPAO NEUTRALIZADOR (NH2
C(CH20H)3) / pH 7,5

48,5 g TRIS + completar, para 1 litro, com agua
destilada.
Acertar pH com HCL

5. AGAROSE 1,5 % (PRE-COBERTURA DAS

LAMINAS)

1,80 g agarose (normal) + 120 ml de PBS (pH
7,4)

Ferver (até borbulhar) em forno microondas (2
X)

Guardar na geladeira — tampado.

6. AGAROSE “LOW MELTING” 0,75% (PARA

USO COM AS CELULAS)

0,15g +20 ml PBS (pH 7,4)

Ferver (até borbulhar) em forno microondas (2
X).

Guardar na geladeira — tampado.

7. SOLUCAO FIXADORA (PARA

COLORACAO COM PRATA)

15% acido tricloroacético + 5% sulfato de zinco
(heptahidratado) + 5% glicerol

Completar, para 1 litro, com agua destilada.
Manter em temperatura ambiente.

8. SOLUCOES DE COLORACAO COM

PRATA

A= 5 % carbonato de sddio (em agua destila-
da).

B=0,1% nitrato de amonia + 0,1 % de nitrato de
prata + 0,25% de acido tungstosilicico + 0,15%
de formaldeido.

Solugdo uso (preparar na hora do uso): 66 ml de
A+ 34 mlde B.

9. SOLUCAO STOP DE COLORACAO

1% acido acético (em agua destilada).

PREPARO DAS LAMINAS

1. Ferver a agarose 1,5 % em frasco onde caiba a
lamina. Mergulhar as laminas, deixando a extre-
midade fosca de fora. Escorrer e deixa-las secar
a temperatura ambiente. Estas podem ser prepa-

radas antes e armazenadas na geladeira, umas
sobre as outras — manter secas;

2. Ferver a agarose “low melting” e colocar em ba-
nho 37°C;

3. Misturar 5 pl de sangue (coletado com heparina
- liquemine) com 75 pl de agarose low melting;

4. Colocar imediatamente sobre a ldmina com pré-
cobertura e sobre esta camada uma laminula
(grande), fazendo com que esta se espalhe. Dei-
xar na geladeira até solidificar;

5. Retirar a laminula e dispor as [dminas em cubeta
de vidro vertical, ja com a solugdo de lise gelada
e protegida da luz (pelo menos 1 h em sol. de
lise);

6. Colocar as laminas em cuba horizontal de ele-
troforese, verter o tampao de eletroforese sobre
estas, deixar descansando por 20 min;

7. Iniciar eletroforese: 25V e 300 mA por 15 min
(corrente controlada com o volume do tampao);

8. Retirar as laminas e neutralizar com o tampao
TRIS, cobrir as laminas com este tampao, espe-
rar 5 min (repetir 3 X);

9. Lavar 2 vezes com agua destilada;

10.Secar as laminas, durante 1h30 a 2h00, a 37°C
(ou Over Night);

11.10 min em solugao fixadora;

12.lavar 3 vezes com agua destilada;

13.Secar as laminas, durante 1h30 a 2h00, a 37°C
(ou Over Night);

14.hidratar as laminas, por 5 min, com 4agua destila-
da;

15.corar por, aproximadamente, 15 min na solugdo
de coloragdo (A+B) a 37°C (até a solugdo come-
car a escurecer);

16.lavar 3 vezes com agua destilada;

17.deixar por 5 min em solugdo “stop”;

18.lavar 3 vezes com agua destilada;

19.secar a temperatura ambiente;

20.0bservar ao microscopio - classificando confor-
me forma e tamanho da cauda (Figura 1).

CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo desse material em sala de aula (Curso
de Graduagao em Ciéncias Biologicas da Universidade
Luterana do Brasil) revelou a eficiéncia do mesmo para
a compreensdo do conceito de mutagénese ambiental.
Quando utilizada esta técnica com amostras sanguineas
dos alunos, coletadas antes e depois de uma atividade
fisica, os alunos conseguem observar que o proprio oxi-
génio pode causar lesdes no DNA. Assim, observa-se
que a compreensdo do conceito de mutagénese melhora
muito e que ha uma diminuigdo de equivocos a respeito
do mesmo.
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Figura 1. Tabela para classificagdo das imagens das “células cometa” observadas (Adaptado de Villela et al., 2006).

Imagem Observada Cauda/Cabeca Classes de Danos
sem cauda 0
<l 1
1-2 2
=2 A
sem cabeca 4
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