Uso do Ensaio Comenta no
Laboratorio de Mutagéenese
Ambiental para avaliar dano ao DNA
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INTRODUCAO

O Ensaio Cometa € um teste aplicado em estudos de toxico-
gendmica com o potencial de detectar lesdes ao DNA, passiveis de
correcao. Portanto, a técnica nao detecta mutacdes, mas sim
dandoao DNA que podem resultar em mutacoes e evoluir paraum
cancer. Este € um ensaio simples e de baixo custo, que tem sido
utilizado em biomonitoramento de populacdoes expostas a
agentes genotoxicos.

OBIJETIVO

Implementar o teste Cometa no LMA e avaliar se exposicoes
ocupacionais e/ou ambientais a substancias quimicas apresentam
risco de desenvolver danos ao DNA, o que pode contribuir para o
aparecimento de cancer.

METODOLOGIA

O Ensaio Cometa é realizado seguindo as recomendacoes de Tice e
colaboradores (2000) e de Speit e Hartmann (2006). A viabilidade
celular é avaliada com Azul de Tripan 0,2% em 50 células por
individuo. Para avaliar o dano ao DNA, amostras de sangue
embebidas em gel de agarose de baixo ponto de fusdo 0,5% m/v
sao colocadas sobre lamina previamente recoberta com gel de
agarose de ponto de fusdao normal 1,5% m/v e posteriormente
lisadas para permitir o desdobramento do DNA (Figura 1).
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Figura 1. Esquema representativo da lise celular.

ApoOs a lise as amostras sao transferidas para solucao tampao
alcalina (pH>13) e mantidas por 20 minutos para permitir a
expressao de sitios alcali-labeis. As amostras sao submetidas a
eletroforese por 20 minutos em corrente elétrica de 25 V (0,86
VV/cm) e 300 mA, em seguida sao neutralizadas, fixadas em etanol
absoluto e secas atemperatura ambiente. A coloracao daslaminas
serd realizada com brometo de etidio (20 pg/ml) e permitira
avaliar a migracao do DNA em 150 células por voluntario. O dano
sera classificado arbitrariamente em 4 categorias, que varia de “0”
a “3” (Figura 2).
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Figura 2. Esquema representativo da eletroforese e observacao ao microscopio de fluorescéncia.

RESULTADOS

e O Ensaio foiimplementado no LMA para avaliar o risco de danos
ao DNA em agricultores expostos a agrotoxicos do municipio de
Casimirode Abreu, Rio de Janeiro.

e Até o momento foirealizado o ensaio nas amostras de sangue de
39 voluntarios, mas apenas a leitura da viabilidade celular foi
realizada.

e Aviabilidade se mostrou superiora90% (Tabela 1).

Tabela 1. Viabilidade celular observada nos diferentes grupos de
exposicao aos agrotoxicos.

Células avaliadas

Grupos Mortas Total Viabilidade (%)
Controle (N=17) 26 1035 97,4
Morador (N=10) 14 548 97,4
Aplicador (N=12) 37 634 94,1

CONCLUSAO

e O ensaio de citotoxicidade mostrou otima viabilidade celular,
sendo admitidos para o ensaio apenas amostras com
viabilidade superior a 70%.

e A avaliacao da genotoxicidade ainda esta em andamento nao
permitindo conclusoes parciais.
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