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1 Introducéo

A intensificacdo das atividades humanas, como a agricultura extensiva, 0S processos
industriais e o descarte inadequado de residuos, tem promovido a crescente liberacdo de
xenobioticos no ambiente, muitos dos quais sdo potencialmente genotoxicos. Essa realidade
gera preocupacdes quanto aos efeitos desses compostos sobre organismos vivos, com relacdo
as alteracBes no material genético que podem desencadear efeitos mutagénicos, carcinogénicos
e genotoxicos.

Com o intuito de avaliar tais riscos, foram desenvolvidos diferentes protocolos para
analise de danos genéticos e dentre eles destaca-se o Ensaio Cometa, ou Single Cell Gel
Electrophoresis (SCGE), desenvolvido inicialmente por Ostling e Johanson em 1984, e
posteriormente modificado por Singh et al. em 1988 para detectar danos ao DNA sob condi¢6es
alcalinas. A técnica baseia-se na migragdo do DNA em um gel de agarose sob a¢do de um campo
elétrico, formando uma estrutura visualmente semelhante a um cometa, com uma “cabega”
correspondente ao nucleo celular, e uma “cauda” formada a partir dos fragmentos de DNA. A
intensidade e o comprimento dessa cauda refletem diretamente o grau de dano genético presente

na célula.

2 Objetivos
O presente estudo tem como objetivo principal a implementacdo e adequagdo do
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protocolo Ensaio Cometa, utilizando células da mucosa bucal como modelo bioldgico para
deteccdo de danos ao material genético. O projeto busca validar essa abordagem alternativa a
tradicional coleta de sangue periférico, a fim de oferecer uma técnica eficaz e menos invasiva
para analise de danos no DNA em comunidades potencialmente expostas a agentes genotoxicos.

Pretende-se otimizar cada etapa do processo técnico, desde a coleta, preparo das
amostras até a analise eletroforética e interpretacdo dos resultados. Essa adequacao considera a
padronizacdo de reagentes, volumes e condi¢Bes operacionais, garantindo a reprodutibilidade e
qualidade dos dados obtidos. Desenvolvendo um protocolo mais rapido, acessivel e adequado

a realidade de pesquisas ambientais no interior brasileiro.

3 Metodologia

Esse projeto foi submetido e aprovado pelo CEP sob o0 CAAE: 86636025.1.0000.5564
em 26/02/2025.

A amostragem celular é realizada por meio de raspagem da superficie interna das
bochechas direita e esquerda, utilizando escovas cervicais descartaveis. As amostras Sao
armazenadas em microtubos eppendorf contendo fixador Saccomano, permitindo sua
conservacao por até sete dias.

As laminas de microscopia sao previamente preparadas com uma camada de agarose,
que serve como base para a fixacdo das amostras celulares. Em seguida, estas passam por
processo de lavagem e centrifugacdo a 590 rpm, com o objetivo de remover impurezas. As
células sdo entdo ressuspensas em agarose low melting e aplicadas sobre as laminas ja
preparadas, formando a camada de analise.

Posteriormente, as laminas sdo submetidas a etapa de lise, com imersdo na solucao,
permitindo a ruptura das membranas celulares e nucleares, expondo o contetdo genético. Apos
a lise, sdo transferidas para cuba de eletroforese em condicGes alcalinas, permitindo a migracao
de fragmentos durante a aplicacdo de campo elétrico. O DNA danificado migra em direcdo ao
anodo, enguanto as moléculas intactas permanecem concentradas na regido nuclear.

Concluida a eletroforese, procede-se a neutralizagdo das ldminas durante 15 minutos,
seguida da fixacdo em alcool absoluto por cinco minutos. A etapa final constitui na coloragédo
das amostras com o corante fluorescente GelRed, possibilitando a visualizacdo dos cometas ao
microscopio de fluorescéncia.

A anélise das laminas conta com a observacgdo de 50 células por amostra, classificadas

de acordo com a extensdo e na intensidade da cauda do cometa, conforme os critérios
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estabelecidos por Tice et al. (1991) e Hartmann et al. (2003). O protocolo validado sera
posteriormente aplicado a dois grupos experimentais compostos por seis participantes, sendo
homens ou mulheres de 19 a 49 anos, sendo um grupo controle (ndo fumantes, ndo alcodlicos
e sem histdrico de neoplasias) e outro grupo exposicao (fumantes, alcodlicos e/ou com histérico
de neoplasias), com o objetivo de avaliar a sensibilidade da técnica na deteccdo de danos

genéticos.

4 Resultados e Discusséo

A etapa inicial desta pesquisa consistiu na implementacdo e ajuste do protocolo do
Ensaio Cometa utilizando células da mucosa bucal como matriz biolédgica. Os testes realizados
com amostras dos préprios pesquisadores permitiram identificar pontos criticos na
operacionalizacdo da técnica e viabilizaram a padronizacdo das condi¢cdes experimentais, com
vistas a aplicacdo futura em voluntérios expostos a diferentes contextos ambientais.

Entre as melhorias implementadas, destaca-se a substituicdo dos tubos Falcon por
microtubos eppendorf, o que resultou em maior concentracdo celular e manipulacdo mais
eficiente das amostras, além de reducdo do volume dos reagentes.

Outro ponto importante observado nos testes foi a viabilidade da coleta por meio de
escovas cervicais descartaveis. Demonstrando ser eficaz na obtencdo de células epiteliais da
mucosa bucal com minima interferéncia mecanica e boa adesdo a metodologia proposta, além
de prética e rapida. Durante a fase de coloracdo, também fizemos um teste usando o corante
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) j& que ele tem menor custo no mercado, mas ndo tivemos
sucesso. O corante Gel-Red® ainda tem melhor eficiéncia para o tipo celular que estamos
estudando.

A proxima etapa € adequar volume ideal de DMSO para desagregar as células e obter
melhoria no campo de visualizagdo na microscopia. Até o0 momento tivemos dificuldades em

obter células individualizadas em nimero suficiente para contagem.

5 Concluséo

Com a implementagédo e adequacdo do protocolo a técnica possui potencial para se
tornar uma ferramenta eficaz no biomonitoramento genotoxicolégico. O uso da mucosa bucal
como matriz biologica apresenta vantagens importantes em relacdo a métodos tradicionais,
como a coleta de sanguinea, por ser menos invasiva, de facil execugdo e mais aceita pelos

participantes, especialmente em estudos de campo e em populacgdes vulneraveis.
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Essa abordagem é particularmente relevante para 0 monitoramento de grupos expostos
a xenobidticos, como trabalhadores rurais em contato com agrotoxicos, comunidades proximas
a areas industriais e populacdes em regides com historico de contaminacdo ambiental. Ao
possibilitar a deteccdo precoce de danos ao DNA, o protocolo contribui para ac6es preventivas

em saude publica e controle ambiental.
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