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Todo grande progresso da ciência resultou 

de uma nova audácia da imaginação. 
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RESUMO 
 

O alumínio é o terceiro elemento mais comum na crosta terrestre e é utilizado em 

diversas atividades, como utensílios de cozinha, recipientes e em processos 

técnicos industriais. Porém, as informações sobre sua toxicidade ainda são 

escassas. O trabalho teve por objetivo avaliar o potencial genotóxico do sulfato de 

alumínio em tecido renal de Rhamdia quelen, contaminada via trófica.  Um total de 

11 peixes por grupo foram submetidos à contaminação por sulfato de alumínio 

misturada à gelatina e ração, durante 60 dias, nas concentrações 5 mg/kg, 50 mg/kg 

e 500 mg/kg, e paralelamente a um controle negativo. Amostras do rim posterior 

foram retiradas para a realização das técnicas de obtenção de metáfases mitóticas e 

do ensaio cometa. Foram encontrados três tipos de aberrações cromossômicas, 

caracterizadas como quebras de cromátide, descondensações da região telomérica 

e separação precoce de cromátides-irmãs. O teste de aberrações cromossômicas 

indicou um potencial genotóxico do sulfato de alumínio nas doses de 5 mg/kg e 50 

mg/kg, considerando o total de alterações estruturais nos cromossomos. 

Possivelmente a dose de 500 mg/kg do contaminante provocou maior dano ao 

tecido, não sendo possível verificar diferença em relação ao controle negativo. Foi 

observada maior frequência de descondensação na dose de 5 mg/kg, comparando 

os três tipos de aberrações em cada dose. Na comparação entre as três doses por 

tipo de aberração, separadamente, observou-se maior frequência de separação 

precoce de cromátides nas doses de 5 mg/kg e 50 mg/kg, e uma tendência de maior 

frequência de descondensação da região telomérica. Sugerimos que, as aberrações 

cromossômicas encontradas, possivelmente ocorreram devido à influência do sulfato 

de alumínio na estrutura de proteínas e mobilidade dos cromossomos durante o 

processo de mitose. Com o ensaio cometa, sendo este mais sensível, foi possível 

confirmar a genotoxicidade do sulfato de alumínio no tecido renal de Rhamdia 

quelen nas três doses testadas. Porém, não foi observada uma relação dose-

resposta. 

Palavras-chave: aberrações cromossômicas, ensaio cometa, peixe. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O aumento da disposição de resíduos no ambiente ocorre principalmente 

através da industrialização e da necessidade de aumento dos recursos espaciais e 

tecnológicos, disponibilizando grande diversidade de produtos químicos que são 

potencialmente tóxicos (ZAGATTO, 2006).  

O alumínio é o terceiro elemento mais comum na crosta terrestre (NAYAK, 

2002) e está presente em pequenas quantidades em vários alimentos 

(KOIVISTOINEN, 1980). Pequenas quantidades são liberadas por utensílios de 

cozinha, e são dissolvidos na comida, particularmente quando o alimento é ácido. 

Além disso, compostos de alumínio são comumente utilizados em purificação de 

água (LIONE, 1983). Compostos de alumínio são usados ainda em um grande 

número de processos técnicos, como, por exemplo, catalisadores em indústrias 

químicas, em indústrias de papel, tingimento de têxteis, entre outros (GANROT, 

1986). As informações relacionadas à toxicidade do alumínio são escassas 

(LANKOFF et al., 2006). 

A toxicidade dos metais é um problema extremamente complexo (GUTHRIE 

& PERRY, 1980; HAMOND & BELILES, 1980). Relaciona-se com pelo menos três 

tipos de influência: bloqueio de grupos funcionais essenciais á atuação de uma 

biomolécula, deslocamento de outros metais presentes no sistema e modificações 

na conformação de sítios ativos e na estrutura quaternária de proteínas. Em pelo 

menos alguma forma ou em algumas condições ambientais, muitos metais são 

capazes de induzir tumores ou interagir com material genético (COSTA, KRAKER & 

PATIERNO, 1984; KAZANTZIS & LILLY, 1986; NORSETH, 1988; WOO et al., 1988). 

A genética toxicológica trata do estudo de substâncias que podem danificar 

o DNA e os cromossomos das células. Esses danos são usualmente medidos como 

mutações gênicas, aberrações cromossômicas, quebras de fita e aductos de DNA, 

ou ainda como interferência com os mecanismos envolvidos no reparo destes 

danos. Algumas destas substâncias são chamadas de aneugênicas, pois atuam 

provocando alterações na distribuição dos cromossomos durante o processo de 

divisão celular dando origem a alterações cromossômicas numéricas. Outras são 

chamadas de clastogênicas e induzem quebras e alterações na estrutura dos 

cromossomos. Em qualquer dos casos é possível avaliar, através de testes 
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genotóxicos, os possíveis efeitos de um determinado composto (RABELLO-GAY; 

RODRIGUES; MONTELEONE-NETO, 1991). 

A utilização de biomarcadores pode avaliar a toxicidade de poluentes que 

atuam em diversos níveis de complexidade, sendo possível monitorar perturbações 

que ocorrem a nível molecular e celular, assim como em populações ou 

comunidades (KENDALL et al., 2001).  

A formação de aberrações cromossômicas é um processo celular complexo 

e não completamente compreendido nas áreas de estudo de genética molecular ou 

a nível ultraestrutural (PALITTI, 1998). Porém são microscopicamente visíveis e 

podem representar parte de um amplo espectro de alterações no DNA gerados por 

diferentes mecanismos (OBE et al., 2002). 

O ensaio cometa é uma ferramenta interessante por sua capacidade de 

demonstrar o potencial genotóxico de substâncias químicas, sendo um ensaio 

rápido, sensível e relativamente barato (PROVOST et al., 1993; SINGH & 

STEPHENS, 1997; BELPAEME et al., 1998). Em peixes, os tecidos sanguíneo, 

hepático, branquial e renal são os mais utilizados para o teste do ensaio cometa 

(BELPAEME et al., 1998; FERRARO et al., 2003;  RAMSDORF et al., 2009; GHISI et 

al., 2011; RAMSDORF et al., 2011;  BENINCÁ et al., 2012).  

A utilização de peixes como bioindicares permite a detecção precoce de 

efeitos dos poluentes no ambiente (FRENZILI et al, 2004). Peixes apresentam 

diversas vantagens em estudos ecotoxicológicos, sendo o grupo mais diverso entre 

os vertebrados, além de possuírem alta relevância ecológica à exposição de 

substâncias tóxicas (POWERS, 1989). Podem apresentar respostas semelhantes a 

outros vertebrados, inclusive humanos (AL-SABTI e MELTCALFE, 1995), e servem, 

ainda, como fonte alimentar para populações humanas (CAMARGO e POUEY, 

2005; FAO, 2010). A espécie de peixe Rhamdia quelen (Jundiá) vem sendo utilizada 

por diversos autores como um eficiente bioindicador na avaliação de genotoxicidade 

de diversas classes de xenobióticos (FERRARO et al, 2009, PIANCINI, 2011, 

RAMSDORF et al., 2011, GHISI et al., 2011, PAMPLONA et al. 2011; COSTA, 2011) 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a genotoxicidade do sulfato de alumínio 

em tecido renal de Rhamdia quelen. Utilizou-se o teste de aberrações 

cromossômicas para a detecção de efeitos clastogênicos, e o ensaio cometa para 
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danos mais sensíveis ao DNA. A contaminação foi realizada via trófica subcrônica, 

sendo este tipo de exposição comum em animais predadores, inclusive o homem. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Desenho Experimental 

 

Os exemplares de Rhamdia quelen (Figura 1) utilizados foram obtidos de 

uma piscicultura que não apresentava histórico de contaminação. Os animais foram 

aclimatados por aproximadamente 30 dias em tanques de 100 litros, e 

posteriormente separados em aquários de 18 litros (dois exemplares por aquário) 

para a realização dos bioensaios. As condições foram padronizadas, sendo a 

temperatura mantida em torno de 28-29°C com aeração constante. Os peixes foram 

primeiramente condicionados a receber alimentação em doses únicas e individuais 

de ração comercial preparada com gelatina sem sabor (Dr. Oetker ®), e 

posteriormente foi adicionada a esta preparação o sulfato de alumínio. Os jundiás 

foram alimentados a cada três dias, durante 60 dias (Figura 2), perfazendo um total 

de 20 doses. Um total de 11 exemplares por grupos foram submetidos à 

contaminação nas concentrações de 5mg/kg, 50mg/kg e 500mg/kg de sulfato de 

alumínio. O grupo controle negativo recebeu apenas ração com gelatina e foi 

realizado paralelamente aos grupos contaminados. 

 

FIGURA 1. Exemplar de Rhamdia quelen. 

 
Fonte: O autor.  
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FIGURA 2. Exemplar condicionado a receber alimentação em dose única e individual. 

 
Fonte: Dr.ª Paula Moiana da Costa, Departamento de Genética – UFPR. 
 

2.2 Amostras 
 

Cada exemplar de jundiá foi anestesiado com benzocaina a 20% (GONTIJO 

et al., 2003), e em seguida pesados, medidos e sexados. Foi feita uma incisão a 

partir do poro urogenital até aproximadamente à nadadeira peitoral. Uma porção do 

rim posterior foi retirada com o auxílio de uma pinça e colocada imediatamente em 

uma placa de Petri, contendo 5 ml de meio de cultura RPMI adicionada de 20% de 

soro bovino fetal e 1% de antibiótico-antimicótico, para a realização da técnica de 

obtenção de metáfases mitóticas. Outra porção do rim posterior foi extraída e 

colocada em microtubos contendo 1 ml de soro bovino fetal, que foram mantidos no 

gelo e na ausência de luz. Esse tecido foi posteriormente desagregado, com a 

finalidade de obter uma suspensão celular para o ensaio cometa.  

 

2.3 Teste de Aberrações Cromossômicas 
 

Para a obtenção das metáfases utilizou-se o método indireto segundo 

Fenocchio (1991), com modificações.  

Após dissecção do peixe, uma porção de aproximadamente 3 mm do rim 

posterior foi retirada e colocada em placa de Petri contendo 5 ml de meio de cultura 

(10,40 g/L de meio RPMI 1640, 10 ml/L de penicilina/estreptomicina com 

antimicótico, 20% de soro bovino fetal, pH 7,4). A porção do tecido foi desagregada 

com pinças e posteriormente com seringa desprovida de agulha, sendo obtida uma 
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suspensão celular. Esta foi, então, transferida para frascos de cultura de tecidos e 

permaneceu durante 6 horas em estufa a 29°C. Ao finalizar o tempo, adicionou-se 

34 µL de colchicina 0,025%. A cultura foi homogeneizada suavemente, 

permanecendo em estufa a 29°C por 45 minutos. Após esta etapa, as células foram 

resuspendidas com pipeta de Pasteur e o material transferido para um tubo de 

ensaio, ao qual foi centrifugado a 900 rpm por 10 minutos. Descartou-se o 

sobrenadante, e o material foi submetido à etapa de hipotonização (10 ml de KCl 

0,075M), deixando a amostra homogeneizada em estufa à 37°C por 45 minutos. 

Decorrido o tempo, o material foi resuspendido e realizou-se a pré-fixação, 

adicionando 2 ml de fixador (Metanol: Ácido Acético 3:1). Novamente realizou-se o 

processo de centrifugação. O sobrenadante foi descartado, e realizaram-se três 

repetições da etapa de fixação, adicionando 10 ml de fixador, homogeneizando o 

material e centrifugando cada vez. Ao fim da última etapa de fixação, foi adicionado 

2 ml de fixador, e guardou-se o material em microtubos à -20°C até à preparação 

das lâminas. Duas a três gotas da amostra foram pingadas em lâmina histológica 

aquecida a 54°C e coradas com Giemsa 5%, diluída em tampão fosfato (pH 6,8), por 

10 minutos. Buscou-se até 50 metáfases por amostra, analisando visualmente as 

aberrações cromossômicas do tipo estruturais. 

 

2.4 Ensaio Cometa 
 

A técnica utilizada para o Ensaio Cometa foi descrita por Speit e Hartmann 

(1999) com modificações segundo Ferraro et al. (2004) e Ramsdorf et al. (2009). O 

tecido foi homogeneizado em microtubos contendo 1 ml de soro bovino fetal, e, 12 μl 

da suspensão celular foram diluídos em 120 μl de agarose de baixo ponto de fusão 

(LMP), e colocado em uma lâmina previamente coberta com agarose normal (NMP). 

As lâminas foram submersas em solução de lise (solução de lise estoque: NaCl (2,5 

M), EDTA (100 mM), Tris (10 mM), NaOH (0,8 %), N-lauril-sarcosinato (1%); solução 

de lise uso: triton X100 (1%), DMSO (10%) na solução de lise estoque), por 72 h a 

4°C. Na etapa seguinte, as lâminas foram primeiramente imersas em tampão de 

eletroforese (NaOH (10 N) ; EDTA (200 mM), pH 13) por 25 minutos para efetuar a 

desnaturação do DNA, e posteriormente submetidas à eletroforese a 300mA, 25V 

por 25 min. Após a neutralização em Tris 0,4M, pH 7,5 e fixação no álcool etílico 

absoluto por 5 min, as lâminas foram coradas com 0,02 g/ml de brometo de etídeo e 
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analisados em microscópio de epifluorescência Leica DMLS2. Cem nucleóides por 

espécime foram classificados visualmente como pertencendo a uma das cinco 

classes predefinidas, conferindo valores de 0 (sem danos) a 4 (dano máximo) 

(COLLINS, 1997). 

 

2.5 Análise Estatística 
 

Foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal Wallis com o pós-teste de 

Student-Newman-Keuls, considerando valor de p 0,05 para comparar os grupos 

teste e controle.  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Analisou-se um total de 1966 metáfases e foram encontradas aberrações 

cromossômicas (AC) do tipo estruturais, caracterizadas como: quebras de cromátide 

(“Q”), descondensação da região telomérica (“D”) e separação precoce de 

cromátides irmãs (“S”) (Figura 3).   



9 

 

 

 

FIGURA 3. Cromossomos mitóticos de Rhamdia quelen (2N = 58) submetida à contaminação com 
sulfato de alumínio. (a) Metáfase de exemplar do grupo controle negativo, sem aberrações 
cromossômicas. (b) Metáfase de exemplar submetido à concentração de 5mg/kg; (c) 50mg/kg e (d) 
500mg/kg. A letra “Q” representa quebras na cromátide, “D”  descondensações e “S” as separações 
de cromátides. Aumento em 2000X. 
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Através do teste de aberrações cromossômicas, foi possível observar o 

potencial genotóxico do sulfato de alumínio nas concentrações 5mg/kg e 50mg/kg. A 

frequência de aberrações cromossômicas (AC) totais nos grupos contaminados com 

5mg/kg (p = 0,0154) e 50mg/kg (p = 0,0245) de sulfato de alumínio foi maior que a 

frequência encontrada no grupo controle negativo (Figura 4). 

Foi encontrado um menor número de metáfases no grupo contaminado com 

500mg/kg, prejudicando a análise de aberrações cromossômicas. Possivelmente a 

dose de 500mg/kg do contaminante provocou maior dano ao tecido, não sendo 

possível verificar diferença em relação ao controle negativo (Figura 4). 

 

FIGURA 4. Comparação da frequência total de aberrações cromossômicas (AC) entre os tratamentos 
através do teste de Kruskal Wallis com pós-teste Student-Newman-Keuls. Letras iguais indicam que 
não há diferença entre os grupos, considerando valores de p < 0,05. 

 
 

Considerando os tipos de aberrações cromossômicas que foram 

encontradas em cada tratamento, no grupo controle negativo houve diferença das 

frequências de quebras e descondensações, em relação à separação precoce de 

cromátides irmãs (p = 0,0055; p < 0,0001; respectivamente) (Figura 5A). 

No grupo contaminado com 5mg/kg de sulfato de alumínio, a frequência de 

descondensações diferiu tanto da frequência de quebras quanto da frequência de 

separação de cromátides (p = 0,0206 ; p = 0,0023; respectivamente) (Figura 5B). O 
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grupo contaminado com 50mg/kg apresentou diferença entre a frequência de 

descondensações e a frequência de separação de cromátides (p = 0,0014) (Figura 

5C). Não houve diferença entre os tipos de aberrações cromossômicas no grupo 

contaminado com 500mg/kg (p > 0,05).  

 

FIGURA 5. Comparação da frequência dos tipos de aberrações cromossômicas (AC). (A) Grupo 
controle negativo; (B) grupo contaminado com 5 mg/kg de sulfato de alumínio e (C) contaminado com 
50 mg/kg. Quebras de cromátide (Q), descondensações (D) e separação precoce de cromátides 
irmãs (S). Teste de Kruskal Wallis com pós-teste Student-Newman-Keuls. Letras iguais indicam que 
não há diferença entre os grupos, considerando valores de p < 0,05. 

 
 

A análise por tipo de aberração cromossômica indicou que somente a 

separação precoce de cromátides irmãs apresentou diferença entre os tratamentos 

de 5 mg/kg  e 50 mg/kg de sulfato de alumínio em relação aos grupos controle 

negativo (p = 0,0099; p = 0,0329; respectivamente) (Figura 6A). Porém foi observada 

uma tendência dos grupos apresentarem diferença em relação à frequência de 

descondensações (p = 0,0570), com os grupos 5 e 50 mg/kg tendo os maiores 

valores (Figura 6B).  
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FIGURA 6. (A) Comparação da frequência de separação precoce de cromátides entre os tratamentos 
através do teste de Kruskal Wallis com pós-teste Student-Newman-Keuls. Letras iguais indicam que 
não há diferença entre os grupos, considerando valores de P < 0,05. (B) Comparação da frequência 
de descondensações entre os tratamentos através do teste de Kruskal Wallis, considerando valores 
de p < 0,05. 

 
 

Quebras cromossômicas e outras mutações cromossômicas foram 

encontradas em contaminações com alumínio. Patel et al. (2009) encontraram danos 

teloméricos na contaminação por alumínio e fluoretos em cultura de linfócitos 

humanos. Danos na região telomérica, causados por compostos tóxicos, levam a 

instabilidade cromossômica, resultando em morte celular.  

O centrômero é uma região do cromossomo de heterocromatina 

compactada, sendo as histonas responsáveis pelo processo de compactação 

(HAGELE, 1977; MICHAILOVA et al., 1997). Em Chironomus riparius (Diptera, 

Chironomidae) foi observada descondensação da região centromérica, quando 

submetidas à contaminação por alumínio, provavelmente devido à inibição da 

síntese de histonas (MICHAILOVA et al., 2003).  

Além disso, há relatos de que o alumínio afeta a mobilidade dos 

cromossomos durante o processo de divisão celular (LUKIW & MCLACHLAN, 1995). 

Portanto, sugerimos neste trabalho, que a descondensação da região telomérica dos 

cromossomos pode ter ocorrido devido a modificações em estruturas de proteínas 

responsáveis pela compactação do DNA, podendo também ter promovido as 

quebras de cromátide. A separação precoce de cromátides-irmãs pode ter ocorrido 

devido à mudança de mobilidade dos cromossomos durante mitose.  
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Há evidências de que o alumínio induz aberrações cromossômicas, 

micronúcleos e troca de cromátides irmãs em linfócitos humanos (ROY et al., 1989; 

MIGLIORE et al., 1999; BANASIK et al., 2005). A forma como o alumínio induz 

danos ao DNA não é conhecida, mas um mecanismo provável é a indução de danos 

oxidativos, sendo o alumínio responsável pela produção de espécies reativas de 

oxigênio e peroxidação lipídica (YOUSEF, 2004). Além disso, este composto 

influencia a expressão gênica, altera a fosforilação lipídica e inibe algumas enzimas 

celulares (LI et al., 1998). 

A dose de 500mg/kg de sulfato de alumínio pode ter causado maiores danos 

aos peixes, devido a prováveis eventos de morte celular, prejudicando a análise de 

aberrações cromossômicas. A fim de minimizar estes fatores, foi realizado o ensaio 

cometa, por sua maior sensibilidade na avaliação de quebras no DNA. Essa técnica 

é capaz de detectar dano ao DNA em células individualizadas, tanto quebras de fita 

simples quanto quebras de fita dupla (FAIRBAIRN et al., 1995; SAZAKI et al., 1999; 

SINGH et al., 1988). Lesões ao DNA são produzidas diretamente pelo xenobiótico 

ou durante o reparo por excisão de aductos de DNA (SPEIT & HARTMANN, 1995). 

Com o ensaio cometa foi possível observar danos nas concentrações 

5mg/kg, 50mg/kg e 500mg/kg, sendo que os grupos contaminados apresentaram 

diferença em relação ao grupo controle negativo (p = 0,001; p < 0,0001; p < 0,0001; 

respectivamente), apresentando elevados níveis de danos ao DNA, confirmando o 

efeito genotóxico do sulfato de alumínio.  Porém não foi observada uma relação 

dose-resposta, pois não houve aumento dos danos no DNA com o aumento das 

doses (Figura 7). Em estudos de toxicidade do alumínio em leucócitos 

mononucleados, de pessoas que utilizavam diariamente utensílios de alumínio para 

cozinhar ou armazenar alimentos, foi detectado danos elevados ao DNA, sendo 

relacionado com a geração de estresse oxidativo (CELIK et al., 2012). Utilizando o 

ensaio cometa para verificar o potencial gentóxico do alumínio em Prochilodus 

lineatus, contamidados por exposição hídrica aguda e subcrônica, Galindo et al. 

(2010) observaram aumento de danos no DNA após 6 e 96 horas de exposição, e 

após 24 horas e 15 dias, não houve diferença em relação ao controle negativo, 

sugerindo que houve reparo dos danos no DNA. Sendo assim, a utilização do ensaio 

cometa permitiu confirmar o potencial genotóxico do alumínio, porém, os danos 

detectados podem ser passíveis ao mecanismo de reparo do DNA.  
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FIGURA 7. Comparação de danos no DNA pelo ensaio cometa entre os tratamentos através do teste 
de Kruskal Wallis. Letras iguais indicam que não há diferença entre os grupos, considerando valores 
de P < 0,05.  

 

Podemos confirmar que a espécie Rhamdia quelen pode ser considerada 

um bom bioindicador em testes de genotoxicidade, como já afirmado por Ferraro 

(2009). O peixe jundiá (Rhamdia quelen) foi utilizado em diversos estudos de 

genotoxicidade, com o fripronil, naftaleno e nitrato de chumbo por contaminação 

subcrônica (RAMSDORF, 2011). Ghisi et al., em 2011, realizaram o teste de 

genotoxicidade após contaminação subcrônica do inseticida Fipronil em Rhamdia 

quelen. E, Pamplona et al.(2011), utilizou o Rhamdia quelen como bioindicador para 

verificar os efeitos genéticos e bioquímicos da administração subcrônica de dipirona. 

Como conclusão, podemos afirmar que o sulfato de alumínio apresentou 

genotoxicidade em tecido renal de Rhamdia quelen. Tanto o teste de aberrações 

cromossômicas, quanto o ensaio cometa confirmaram o potencial genotóxico do 

alumínio, sendo que o ensaio cometa, por ser mais sensível, foi extremamente 

eficaz para mostrar os danos ao DNA. O teste de aberrações cromossômicas teve 

como importância detectar os efeitos clatogênicos ocasionados pela exposição ao 

sulfato de alumínio. 
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ANEXOS 

 

Protocolo para o teste de aberrações cromossômicas em Rhamdia quelen 

 

Processamento do material 

 Utilizou-se o método indireto de cultura de tecidos sólidos segundo 

FENOCCHIO et al. (1991), com modificações. 

 

a) Retirou-se várias porções posterior do rim e transferiu-se para placas de Petri 

contendo 5 ml de meio de cultura RPMI mais 20% de soro bovino fetal. 

b) O material foi desagregado com pinças de ponta fina com posterior aspiração e 

expiração da suspensão com uma seringa de vidro sem agulha. 

c) A solução de células obtida foi incubada em estufa a 29°C de 6 a 8 horas em 

média. 

d) Faltando 45 minutos para completar o tempo, foi adicionada 34µL de colchicina 

(0,025%) em cada recipiente. As placas de Petri foram gentilmente agitadas para 

homogeneizar o material e estas foram mantidas na estufa até o tempo final. 

e) Passando este tempo, a cultura foi transferida para um tubo de ensaio e será 

centrifugado por 10 minutos a 800-900 rpm. 

f) O sobrenadante foi descartado e o tubo completado até 8 ml com solução 

hipotônica de KCl (0,075M). A solução foi ressuspendida por cerca de 50 vezes e 

em seguida permaneceu estufa a 37°C por 45 minutos. 

g) O fixador foi preparado com três partes de metanol para uma parte de ácido 

acético e mantido sob refrigeração. Dado o tempo da hipotonização, foram 

pingadas algumas gotas de fixador em cada tubo. O material foi ressuspendido 

até ficar homogêneo, e centrifugado por 10 minutos a 800-900 rpm. 

h) O sobrenadante foi descartado e em seguida adicionado 2 ml de fixador. O 

material foi ressuspendido de forma que a solução se tornou homogênea e em 

seguida o tubo foi completado até o volume de 8 ml com fixador. Novamente o 

material foi ressuspendido e centrifugado por 10 minutos a 800-900 rpm. 

i) A etapa anterior foi repetida por mais duas vezes. 
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j) Descartado o sobrenadante, foi colocado 1,5 ml de fixador e o material 

ressuspendido. Esta suspensão foi armazenada em tubo de micropipeta do tipo 

Eppendorf em freezer à -20°C. 

 

Análise dos cariótipos 

O material após ser retirado do freezer (-20°C) foi gotejado (2 a 3 gotas) sobre 

uma lâmina úmida pré-aquecida à 54°C. 

 A coloração seguira a técnica tradicional, com o uso de solução de Giemsa a 

5% em tampão fosfato (pH 6,8). Esta será colocada sobre as lâminas e deixada por 

um período de 10 minutos. Transcorrido o tempo foram lavadas e deixadas secar ao 

ar. 

 As lâminas são analisadas em microscópio óptico, buscando metáfases no 

aumento de 200X, e quando encontradas analisa-se em aumento de 1000X. 

Observa-se a quantidade de cromossomos e alterações estruturais.  
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Protocolo para o ensaio cometa 

 

A técnica foi descrita por Speit e Hartmann (1999), com alterações segundo 

Ferraro (2003).  

 

Preparacão das lâminas com cobertura de agarose 

 

a) Foram dissolvidos 1,5 g de agarose normal em 100 ml de PBS em Erlenmeyer, 

com agitacao por duas horas. Essa mistura foi levada ao forno de microondas até 

sua fervura e completa dissolucão. 

b) Após fervura, a agarose foi deixada em temperatura ambiente. Após a 

solidificação da agarose, esta foi picada e levada novamente ao forno de 

microondas. Essa etapa foi repetida pelo menos três vezes. Ao final desse 

processo, a agarose foi mantida em banho-maria a 70°C. 

c) As lâminas, previamente limpas, foram então mergulhadas na agarose aquecida, 

sendo o lado da lamina contendo a porcao nao esmerilhada limpo com um lenco 

de papel e álcool. 

d) As lâminas foram deixadas para secar overnight em superfície plana e a 

temperatura ambiente, para solidificação da cobertura de agarose. 

 

Preparacão da agarose de baixo ponto de fusão (LMP) 

 

a) Foram dissolvidos 100 mg de agarose normal em 20 ml de PBS. 

b) Essa solução foi levada para fervura em forno de microondas somente uma vez. 

c) A agarose LMP foi mantida em geladeira ate o momento do uso, quando foi então 

aquecida em banho-maria e mantida em 37°C. 

 

Procedimento para montagem e análise das lâminas de ensaio cometa com células 

do rim:  

 

a) Coletar uma porção do rim de cada animal e misturar com 1 ml de soro bovino 

fetal; Desta solução, coletar 40 μl de suspensão celular e misturar com 120 μl de 

agarose LMP, previamente preparada e levemente aquecida (37ºC);  



27 

 

 

 

b) Colocar sobre uma lâmina com a cobertura de agarose normal;  

c) Cobrir a lâmina com uma lamínula e levar a geladeira por 15 minutos;  

d) Depois de decorrido o tempo de refrigeração, retirar as lamínulas com cuidado;  

e) Colocar as lâminas em solução de lise dentro de cubetas e manter em 

refrigerador por 24 horas;  

f) Preparar a cuba de eletroforese mergulhando-a em gelo (4°C) e no escuro;  

g) Colocar as lâminas na cuba horizontal de eletroforese, quando necessário, 

preencher os espaços vazios com lâminas limpas;  

h) Na cuba de eletroforese, adicionar suavemente o tampão de eletroforese com pH 

maior que 13, de maneira a cobrir as lâminas;  

i) Manter as lâminas na solução de eletroforese por 30 minutos para a 

desespiralização do DNA;  

j) Iniciar a corrida de eletroforese a 25V e 300 mA por 25 minutos;  

k) Terminada a eletroforese, retirar as lâminas cuidadosamente e neutralizar com 5  

l) mL de tampão de neutralização (pH 7,5) por 5 minutos;  

m) Repetir a neutralização por mais duas vezes;  

n) Secar as lâminas na posição inclinada e fixar com etanol por 5 minutos;  

o) Para a coloração, adicionar 20 μL de brometo de etídeo (20 mg. L-1) em cada 

lâmina, cobrir com lamínula e analisar imediatamente. 

 

Escores  

 

Analisar sob microscópio de epifluorescência com aumento de 400x em teste 

cego, 100 cometas em cada lâmina.  

Classificar os cometas de acordo com o dano, conforme o comprimento da 

cauda formada após a corrida de eletroforese, sendo: 0 (sem dano aparente), 1 (pouco 

dano), 2 (dano moderado), 3 (dano elevado) e 4 (dano máximo). Os cometas em que 

não é possível visualizar a região da cabeça devem ser desconsiderados da contagem 

por representarem DNAs totalmente fragmentados, característicos de células inviáveis.  

Atribuir escores de danos através da multiplicação do número de cometas 

encontrados em cada classe pelo valor da classe.  

Escores = {(0 X dano 0)+(1 X dano 1)+(2 X dano 2)+(3 X dano 3)+(4 X dano 4)} 


