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RESUMO

O Ensaio Cometa é uma técnica largamente utilizada para detectar danos no DNA que consiste em englobar 
células em gel, provocar a lise das membranas e submeter à corrente elétrica, o que resulta em diferentes 
deslocamentos do DNA que podem indicar a presença de quebras. Essas quebras presentes no DNA de 
organismos aquáticos podem ser causadas por diversos contaminantes presentes em rios e lagos. Desta 
forma, o objetivo deste trabalho foi analisar as metodologias empregadas nos trabalhos de biomonitoramento 
de ambientes aquáticos que utilizaram o Ensaio Cometa em peixes. Para isso, realizou-se uma revisão 
sistemática da literatura, através do Portal de Periódicos da CAPES, onde foram incluídos somente artigos 
onde a referida técnica foi aplicada em peixes. O Brasil foi o país com mais trabalhos (23,81%), seguido 
pela França, Portugal e Sérvia. Notou-se também que a maior parte dos experimentos foi realizada com 
peixes retirados diretamente do ambiente a ser investigado e uma grande variação das espécies utilizadas. 
A revisão demonstrou também variações sutis nos delineamentos experimentais, a depender dos objetivos 
de cada trabalho. Também foi possível verifi car pequenas variações nas etapas de lise e de coloração, mas 
os protocolos, em geral, apresentaram certa uniformidade, constatando, assim, tendências nas adaptações 
requeridas no uso dessa técnica. Os dados aqui levantados podem auxiliar pesquisadores na padronização 
das técnicas de Ensaio Cometa, levando à economia de recursos e de tempo.
Palavras-chave: Ecotoxicologia, Genotoxicidade, Biomarcadores, Bioindicadores, Ictiofauna.

ABSTRACT

Protocols and Methodologies for Comet Assay in Fish: a Systematic Review. Th e Comet Assay is a 
technique widely used to detect DNA damage that consists of enclosing cells in a gel, causing membrane 
lysis and subjecting them to an electric current, which results in diff erent displacements of the DNA that 
may indicate the presence of breaks. Th ese breaks present in the DNA of aquatic organisms can be caused 
by various contaminants present in lakes and rivers. Th us, the objective of this work was to analyze the 
methodologies employed in biomonitoring works in aquatic environments that used the Comet Assay 
in fi sh. For this, a systematic literature review was carried out through the CAPES Journal Portal, which 
included only articles where this technique was applied to fi sh. Brazil was the country with the most papers 
(23.81%), followed by France, Portugal and Serbia. It was also noted that most of the experiments were 
carried out with fi sh taken directly from the environment to be investigated and a wide range of fi sh species 
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used. Th e review also showed subtle variations in the experimental designs, depending on the objectives of 
each work. It was also possible to verify small variations in the lysis and staining steps, but the protocols, 
in general, showed some uniformity, thus noting trends in the adaptations required in the use of this 
technique. Th e data collected here can help researchers to standardize Comet Assay techniques, leading to 
savings in resources and time.
Keywords: Ecotoxicology, Genotoxicity, Biomarkers, Bioindicators, Ichthyofauna.

INTRODUÇÃO

A água é um recurso essencial para a vida. Sua importância é inegável e desde a antiguidade é um 
indicador de desenvolvimento social. Apesar de muito abundante, 97% da água do planeta é salgada e 
2% está em locais de difícil acesso, restando pouco volume próprio para o consumo (Victorino, 2007). A 
poluição da água por compostos químicos industriais, medicamentos, detergentes, produtos de limpeza 
e diversas outras substâncias colocam em risco a sua qualidade e disponibilidade para consumo (WWAP, 
2018). Desta forma, para assegurar a qualidade deste importante recurso, o monitoramento dos ambientes 
aquáticos é de extrema importância (ANA, 2013).

Neste contexto, espécies ou comunidades podem ser utilizadas para indicar os efeitos da 
contaminação, por meio de sua presença/ausência ou composição, respectivamente (Nikinmaa, 2014). 
No biomonitoramento de ambientes aquáticos, destacam-se os peixes (Karr, 1981; Van der Oost et al., 
2003) por apresentarem diversos atributos, tais como: posição na cadeia alimentar, ciclo de vida longo 
e desenvolvimento rápido (Zhou et al., 2008). Além das alterações observadas em nível de organização 
biológicas maior que um indivíduo, estas podem ocorrem em nível subindividual. Estas alterações são 
chamadas de biomarcadores, que Depledge et al. (1995) defi nem como variações induzidas por agentes 
tóxicos em componentes moleculares ou celulares, processos, estruturas ou funções, determináveis em 
sistemas biológicos ou amostras.

Alterações moleculares são frequentemente utilizadas como biomarcadores. Estas podem ocorrer, 
por exemplo, por compostos genotóxicos que interagem direta ou indiretamente com o DNA, causando 
danos, que podem ou não ser reversíveis dependendo do funcionamento dos mecanismos de reparo 
(Sisinno e Oliveira-Filho, 2013). Uma forma de mensurar estes danos é por meio do Ensaio Cometa, que é 
uma técnica muito usada, considerada muito sensível e de baixo custo (Collins, 2004).

 O princípio da técnica baseia-se em englobar células em gel, em seguida promover a lise das 
membranas e expor o DNA a uma corrente elétrica. Desta forma, fragmentos de DNA nuclear serão 
atraídos de modo diferenciado para o polo positivo a depender do seu tamanho, uma vez que a molécula 
tem predominância de cargas negativas.  O DNA de cada célula conterá um nucleoide, porção de DNA não 
fragmentado que aparecem com formato de um círculo preenchido, além de porções de DNA fragmentado 
que terão um aspecto de “cauda de cometa”, o que dá o nome à técnica. O padrão de dano no DNA pode ser 
qualifi cado ou quantifi cado por meio desta técnica considerando-se o tamanho (Silva, 2007), a intensidade 
de fl uorescência ou a porcentagem de DNA da cauda; sendo, atualmente, possível a utilização de soft wares 
especializados para este fi m. Quando considerado o tamanho da cauda, o dano ao DNA é expresso em 
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termos de uma pontuação calculada, na qual as 100 células analisadas de cada indivíduo são classifi cadas 
de acordo com os danos exibidos: classe 0 = ausência de cauda de cometa; classe 1 = cauda de cometa 
menor que o diâmetro do nucleoide; classe 2 = cauda de cometa maior que o diâmetro do nucleoide; classe 
3 = cauda de cometa com mais de duas vezes o diâmetro do nucleoide. Existem variações destas classes, 
podendo alguns autores preferirem utilizar uma maior quantidade.

O Ensaio Cometa alcalino exige a realização das seguintes etapas: (1ª) isolar as células em uma 
suspensão; (2ª) colocar essas células em lâmina com gel de agarose; (3ª) lisar as membranas; (4ª) tratar 
com solução alcalina auxiliando na desnaturação do DNA e na detecção de fragmentos de DNA gerados 
por quebras de fi ta dupla, fi ta simples, e sítios álcali lábeis, além de sítios apurinicos/apirimidinicos; (5ª) 
submeter à eletroforese; (6ª) lavar com solução neutralizante; (7ª) realizar a coloração e visualização dos 
cometas e (8ª) análise dos resultados (Møller et al., 2020).

Há mais de 25 anos, Fairbairn et al. (1995) realizaram uma revisão sobre as metodologias utilizadas 
no Ensaio Cometa, enfatizando a variedade de aplicações e protocolos existentes. É possível que, nesse 
ínterim, novas técnicas, aplicações ou metodologias tenham surgido. Associado a isso, Koppen et al. 
(2017) mencionam a problemática da padronização e adequação do protocolo nos testes e Belpaeme et al. 
(1998) expõem que a capacidade do ensaio em detectar danos está muito relacionada com as condições 
experimentais, espécie e tipo celular utilizados.

Tendo em vista a importância de monitorar ambientes aquáticos e a necessidade de utilizar um 
protocolo adequado, o presente trabalho teve como objetivo analisar as metodologias executadas nos 
estudos de biomonitoramento de ambientes aquáticos que utilizaram o Ensaio Cometa em peixes como 
bioindicadores, por meio de uma revisão sistemática da literatura presente no Portal de Periódicos da 
CAPES. Na sequência, buscou-se identifi car padrões nos protocolos de cada etapa da referida técnica.

MÉTODOS

A revisão sistemática da literatura foi realizada entre os meses 05 e 08 de 2020, integralmente no Portal 
de Periódicos da CAPES (http://www-periodicos-capes-gov-br.ezl.periodicos.capes.gov.br/index.php?), 
que compila dados das mais relevantes bases de periódicos científi cos do mundo. Foram incluídos artigos 
publicados até maio de 2020. Foram buscados artigos que contivessem, em qualquer campo (título, autor 
ou assunto), os seguintes descritores: “comet assay” AND “aquatic environment” AND “biomonitoring” 
AND “fi sh”, utilizando os operadores booleanos como descrito acima. Foram excluídos resultados que 
não eram artigos científi cos revisados por pares e cujo idioma não era em inglês. Os critérios de inclusão 
foram: (a) trabalhos que tinham como objetivo avaliar a qualidade de ambientes aquáticos e (b) trabalhos 
que utilizaram o Ensaio Cometa em peixes e/ou culturas celulares de peixes, tendo ou não utilizado outras 
técnicas.

Para diminuir os vieses na análise, a busca de artigos em todas as suas etapas, foi realizada em 
duplicata, por dois autores em momentos diferentes, conforme diagrama apresentado na fi gura 1. Para a 
tomada de decisão para a inclusão ou não nas análises, foram lidos inicialmente os títulos e os resumos dos 
artigos e, caso incluídos, os artigos foram lidos integralmente.
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Após a leitura de todos os artigos, notou-se que os experimentos realizados nesses trabalhos 
poderiam ser classifi cados em três classes. Cabe destacar que alguns dos trabalhos realizaram mais de um 
experimento, sendo classifi cados em mais de uma classe. São elas: 

- Classe I: trabalhos feitos com peixes coletados diretamente de ambiente a ser investigado. Nestes 
trabalhos, o objetivo foi avaliar o padrão de danos presente no peixe coletado no ambiente. 

- Classe II: trabalhos realizados com água coletada do ambiente e posterior exposição dos peixes (ou 
de células de peixes cultivadas in vitro) que eram provenientes de outro local (geralmente biotério) ou que 
expuseram os peixes diretamente no corpo d’água. Para estes trabalhos, o objetivo foi testar o potencial de 
danos ao DNA induzidos pela água. 

Devido a essa categoria contemplar diferentes abordagens experimentais, fez-se necessário 
subclassifi car os experimentos da seguinte forma: in situ, quando o experimento foi conduzido no próprio 
ambiente (corpo d’água) a ser investigado; ex situ, quando o experimento foi conduzido em laboratório; e 
in vitro, quando o experimento usou cultura de células.

- Classe III: trabalhos que simularam condições químicas do corpo d’água e posterior exposição 
de peixes. Nestes trabalhos, o objetivo foi testar o potencial causador de danos ao DNA de moléculas que 
podem estar presentes em águas ambientais.

Figura 1. Fluxograma de análise para a tomada de decisão para a inclusão/exclusão na revisão sistemática 
sobre a utilização do Ensaio Cometa em peixes.

De acordo com as informações fornecidas pelos artigos, foi possível analisar os seguintes itens: 
país da pesquisa, a forma de exposição do peixe ao agente potencialmente contaminante (abordagem 
experimental), a origem dos espécimes, as espécies utilizadas e o protocolo de aplicação do Ensaio Cometa 
(autoria, tipo de célula ou tecido utilizado, lise, tratamento com solução alcalina, neutralização e coloração).
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RESULTADOS

A busca inicial levantou 127 artigos não repetidos, após a leitura dos resumos e aplicação dos 
critérios de inclusão, 21 artigos foram incluídos nas análises (tabela 1). Destes, 23,81% tratavam-se 
de pesquisas realizadas no Brasil e 76,19% foram feitas no exterior (tabela 2). Uma análise ainda mais 
minuciosa revelou que os trabalhos foram feitos em 12 países diferentes: Brasil (5), França (3), Portugal 
(3), Sérvia (3), Croácia (2), Índia (2), Alemanha (1), Argentina (1), Egito (1), Eslovênia (1) e México (1). 
Vale comentar que Kolarevic et al. (2016b) avaliaram 3 países que o Rio Sava percorre (Eslovênia, Croácia 
e Sérvia), desta forma há um total de 23 localidades entre todos os trabalhos.

Quanto ao delineamento experimental, 43,48% dos experimentos foram considerados como sendo da 
classe I, 34,78% da classe II e 21,74% da classe III. A quantidade de experimentos realizados in situ, ex situ e in 
vitro correspondente à classe II, bem como as relativas porcentagens, estão apresentados na tabela 2.

A maior parte (47,62%) dos trabalhos utilizou peixes coletados diretamente do ambiente. A segunda 
origem mais comum foi de peixes oriundos de, conforme citado pelos autores, cativeiro, fazenda ou 
criados em laboratório. Para efeito de organização, todas essas origens foram compiladas como biotérios 
e representaram 33,33% dos trabalhos, além disso 9,52% coletaram peixes de ambiente não contaminado, 
4,76% utilizaram cultura de células e 4,76% não mencionaram a proveniência dos exemplares (tabela 2). 

Quanto aos tecidos biológicos utilizados para os ensaios, seis opções diferentes foram encontradas: 
sangue (60,71%), fígado (17,86%), rins (3,75%), gônadas (3,75%), brânquias (10,71%) e músculo (3,75%) 
(tabela 2).  Um dos trabalhos fez um pool de tecidos, logo não foi possível classifi cá-lo quanto ao material 
biológico analisado.
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Tabela 1. Artigos analisados na revisão sistemática sobre a utilização do Ensaio Cometa em peixes.
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Tabela 2. Naturezas dos trabalhos (conforme classifi cação aqui adotada), locais de exposição do material 
biológico ao agente contaminante, origens dos exemplares utilizados como bioindicadores, países onde os 
trabalhos foram realizados e tecidos biológicos utilizados nos artigos levantados na revisão sistemática sobre 

a utilização do Ensaio Cometa em peixes.

Quanto aos protocolos executados, identifi cou-se variações (fi gura 2). Dentre os 21 artigos, foram 

usados 10 protocolos diferentes, sendo que Singh et al. (1988) foi a citação mais recorrente com 10 arti-

gos; duas citações de Tice et al. (2000) e uma citação para cada uma das outras sete referências presentes 

na fi gura 2. Dois artigos não mencionaram a referência do protocolo adotado.

Figura 2. Número de vezes que foram citados os protocolos utilizados nos artigos levantados na revisão 
sistemática sobre a utilização do Ensaio Cometa em peixes.

Para a realização dos ensaios, foram usadas 23 espécies diferentes, distribuídas em 14 famílias 
e 11 ordens. Dos cinco trabalhos realizados no Brasil, três usaram espécies exóticas. A lista de espécies 
utilizadas, pode ser visualizada na tabela 3.
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Tabela 3. Espécies de peixes utilizadas nos artigos levantados na revisão sistemática sobre a utilização do 
Ensaio Cometa em peixes.

A análise pormenorizada dos protocolos da etapa de lise demonstrou alguns padrões na preparação 
da solução. Quatro reagentes foram utilizados em todos os trabalhos, sendo eles: o cloreto de sódio (NaCl), 
o ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), o TRIS e o TRITON X-100. Todos os trabalhos usaram 
NaCl a 2,5 M, EDTA a 0,1 M (sendo que oito deles citaram a utilização de EDTA dissódico (Na2EDTA) e 
Tris a 0,01 M. Já o TRITON X-100 foi utilizado em 17 trabalhos a uma concentração de 1% e em quatro a 
1,5%. Outros dois reagentes foram utilizados em diversos trabalhos, porém não em todos. Quinze usaram 
Dimetilsulfóxido (DMSO) a 10% e sete usaram Lauril Sarcocinato de Sódio a 1%. Todas as soluções de 
lise foram padronizadas em pH = 10. 

 Houve variação no tempo de lise (de 1 h a 24 h), indicadas na fi gura 3A, porém na maioria dos 
trabalhos (71%) o tempo foi de 1 h.
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F igura 3. Tempos de lise (A) e tempo de descanso no tampão de eletroforese (B) para os artigos levantados na 
revisão sistemática sobre a utilização do Ensaio Cometa em peixes.

A solução de eletroforese, quase unanimemente, foi utilizada com NaOH a 300 mM,  EDTA a 1 
mM e pH = 13, com exceção de Pereira et al. (2010), que adicionaram 0,1% de 8-hidroxiquinolina e 2% de 
DMSO, e de Ramsdorf et al. (2012), que utilizaram diferentes concentrações (0,25 M de NaOH e 200 mM  de 
EDTA). Já Benassi et al. (2006) e Grinevicius et al. (2009) usaram 0,3 mM de NaOH. O tempo de descanso 
das lâminas no tampão de eletroforese, que é a etapa que precede a eletroforese, foi predominantemente de 
20 minutos (Figura 3B). 

Para as condições de eletroforese, apenas a metade dos trabalhos citou a voltagem por centímetro 
utilizada. Segundo Møller et al. (2020), a migração do DNA durante a eletroforese é proporcional à 
força do campo eletroforético e a duração.  Desta forma, como o tempo de eletroforese depende dos 
parâmetros do campo eletromagnético (e. g.: voltagem e amperagem) não foi possível identificar um 
padrão para realizar a comparação entre os trabalhos.

Na etapa de neutralização, a aplicação do tampão neutralizador foi unanimidade, pois todos os 
estudos usaram 0,4 M Tris pH = 7,5. Já as técnicas de coloração foram variadas. A maior parte dos trabalhos 
(71%) usou brometo de etídio. O segundo reagente mais utilizado foi o Nitrato de Prata, com variadas 
preparações (14% dos trabalhos). Outros dois corantes utilizados foram a Laranja de Acridina (9,5%) e 
4’,6’-Diamino-2-Fenil-indol (5,5%). O primeiro trabalho que não utilizou brometo de etídio foi publicado 
em 2013. A partir deste ano, percebe-se que 54% dos trabalhos utilizou brometo de etídio enquanto 46% 
utilizou outro reagente, estes dados estão ilustrados na fi gura 4. 
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Figura 4. Reagentes utilizados na etapa de coloração os artigos levantados na revisão sistemática 
sobre a utilização do Ensaio Cometa em peixes.

Não foi possível identifi car relação alguma entre os protocolos e os tecidos biológicos utilizados, 
bem para a escolha dos reagentes da solução de lise e para o tempo de lise.

DISCUSSÃO

Os resultados demonstraram que os países europeus foram responsáveis pela produção da maior 
parte dos trabalhos (52,38%). Esse dado converge com a análise de Koppen et al. (2017), que apresentam a 
emblemática pouca representatividade de países fora da Europa nas pesquisas que utilizam o Ensaio Cometa. 

O estudo bibliométrico de Neri et al. (2015) demonstrou uma tendência no aumento do uso do 
Ensaio Cometa em países emergentes. Esta informação também pode estar de acordo com o presente 
levantamento, já que os trabalhos de países emergentes representaram quase 50% do total, e foram 
produzidos por Brasil, Índia, Argentina, Egito e México. 

O Brasil teve destaque com o maior número de trabalhos. Esse resultado se deve possivelmente à 
quantidade expressiva da aplicação desta técnica com peixes no país que vem sendo usada historicamente. 
Segundo Dalzochio et al. (2016), mais de 60% das pesquisas como Ensaio Cometa no Brasil são realizadas 
exclusivamente com peixes, aliado a isso, de acordo com Neri et al. (2015), o Brasil está na lista dos países 
que tiveram um aumento na produção científi ca da área. Outro fator que ajuda explicar a liderança do 
Brasil neste tipo de trabalho é a enorme rede hidrográfi ca brasileira e a maior biodiversidade de peixes do 
mundo (Reis et al., 2003).

Analisando especifi camente os trabalhos brasileiros, quatro experimentos foram realizados na região 
sul e um na região sudeste, congruente com a afi rmação de Dalzochio et al. (2016), que demonstraram que 
essas regiões concentram 80% de todas as publicações do país.
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Quanto ao delineamento experimental, constatou-se a prevalência da classe I (43,48%), a qual 
analisou o peixe diretamente do ambiente, assim como a maior parte dos exemplares utilizados nos ensaios 
foram coletados diretamente de ambiente supostamente contaminado (47,62%). De acordo com Rand et al. 
(1995), os experimentos em campo são mais realistas que os conduzidos no laboratório, visto que abrangem 
a complexidade dos ambientes e, assim, segundo o mesmo autor, seriam mais indicados para estudos de 
biomonitoramento. Essa observação pode justifi car a preferência por esse tipo de abordagem. Todavia, 
Rand et al. (1995) também ressaltam que os experimentos em laboratório são os que permitem uma melhor 
compreensão dos efeitos dos contaminantes ao excluir variáveis, porém possui limitações: não contemplam 
as interações entre substâncias, biodisponibilidade dos químicos e as características do substrato.

Outro ponto muito importante na organização do experimento é a escolha da espécie, ou seja o 
modelo de estudo. Essa escolha é crucial, uma vez que cada organismo possui atributos que os tornam 
mais adequados e sensíveis para um determinado teste. Dos artigos, apenas sete deixaram explícito a 
justifi cativa da escolha, a qual em sua maioria estava relacionada com a presença do peixe no ambiente 
analisado, sendo esses: Oreochromis niloticus (Coppo et al., 2018), Platichthys fl esus (Evrard et al., 2013), 
Channa striatus e Heteropneustes fossilis (Fátima et al., 2014), Gasterosteus aculeatus (Le Guernic et al., 
2016) e, por fi m, Labeo calbasu, Puntius sophore e Mystus vittatus (Nagpure et al., 2016). Também foi citada 
a importância alimentar de Diplodus sargus e Sardine pilchardus (Guerriero et al., 2018), o valor econômico 
de Heteropneustes fossilis (Fátima et al., 2014), a sensibilidade à alterações ambientes de Cyprinus carpio 
(Garcia Nieto et al., 2014) e vários estudos com Gambusia holbrooki (Ternjej et al., 2010).

Apenas dois trabalhos dos cinco realizados no Brasil utilizaram espécies nativas (Hyphessobrycon 
luetkenii e Astyanax sp.). As espécies exóticas utilizadas (Oreochromis niloticus e Danio rerio) são 
reconhecidamente de fácil cultivo e cujos protocolos experimentais estão bem estabelecidos, além de serem 
de fácil aquisição (Coppo et al., 2018).

Para os tecidos utilizados, a preferência por sangue (60,71%) e fígado (17,86%) pode ser explicada 
pelas características histológicas e fi siológicas de cada um deles. Segundo Belpaeme et al. (1998), geralmente 
usa-se sangue devido ao fato de não exigir etapas de processamento e a amostragem ser mais fácil. Os 
autores ainda destacam a utilização de fígado por ser um órgão metabolizador, das brânquias por estarem 
em constante contato com a água e dos rins por fi ltrarem o sangue.

 A maior parte dos trabalhos utilizou o protocolo de Singh et al. (1988), mesmo que com modifi cações. 
O presente trabalho não encontrou ligação entre as adaptações nos protocolos e os objetos de investigação 
das pesquisas. Além disso, os trabalhos realizados no Brasil não utilizaram técnicas diferentes de outros 
países. O mesmo foi encontrado por Dalzochio et al. (2016).

O desenvolvimento das técnicas utilizadas no Ensaio Cometa recebeu contribuição de diversos 
autores. Porém, Singh et al. (1994) destacam-se por utilizar eletroforese em condições alcalinas (pH>13). 
Apesar de não terem sido os primeiros a desenvolver a técnica, foi a partir desta versão que a aplicação do 
DNA Cometa aumentou imensamente (Tice et al., 2000). 

Rydberg e Johanson (1978) foram os primeiros a apresentar resultados preliminares da avaliação 
de danos no DNA em células individuais. Neste ensaio, usou-se células de hamster chinês submetidas 
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a condições alcalinas suaves (pH≥12), coradas com laranja de acridina. Posteriormente, no mesmo 
laboratório, Ostling e Johanson (1984) realizaram uma adaptação de pH (para 9,5) para a eletroforese fraca 
(5 V/cm por 5 min), também corando com laranja de acridina. Quatro anos depois, Singh et al. (1988), 
com o intuito de tornar a técnica mais sensível, divulgaram uma versão alcalina com grande potencial 
de identifi car quebras de fi ta simples e de sítios alcalinos lábeis. Eles utilizaram linfócitos humanos 
submetidos à lise com pH = 10 e coraram com brometo de etídio. Segundo Speit e Hartmann (2006), a 
maioria dos agentes genotóxicos provocam quebras de fi ta simples e lesões álcali-lábeis, sendo a versão 
alcalina (pH>13) a mais sensível porque detecta justamente esses danos.

 Por conta da maioria dos experimentos terem se apropriado do mesmo protocolo, existem muitas 
semelhanças nas etapas. Isso fi cou evidente na preparação da solução de lise, visto que Singh et al. (1988) 
utilizou os seguintes reagentes: EDTA a 0,1 M, NaCl a 2,5 M, 1% de Lauril Sarcosinato de Sódio e 0,01 M 
Trizma base ajustado para pH 10, por fi m 1% de Triton X-100. E todos os artigos levantados colocaram 
NaCl a 2,5 M, EDTA ou Na2EDTA a 0,1 M, Tris a 0,01 M e pH 10, além de um recorrente uso de Triton 
X-100. Apenas sete trabalhos usaram Lauril Sarcosinato de Sódio a 1%; segundo Tice et al. (2000), não 
são todos os tipos celulares que exigem esse reagente como um segundo detergente (já que a utilização 
de Triton X-100 é bem mais comum) e a necessidade de adição deve ser avaliada caso a caso. A adição de 
DMSO previne danos causados ao DNA por radicais de ferro advindos da lise de eritrócitos (Tice et al., 
2000). Quinze artigos fi zeram uso de DMSO.

 A etapa de lise tem por objetivo o rompimento das membranas celulares. Para isso, a solução de lise 
é constituída por sais e detergentes. Desta forma, o tempo está intimamente relacionado com o tipo celular 
(Tice et al., 2000). Na maioria dos trabalhos (71%) o tempo foi de uma hora; o mesmo foi encontrado no 
levantamento feito por Fairbairn et al. (1995). Todavia, não foi possível estabelecer essa relação nos artigos 
levantados, uma vez que os mesmos tipos celulares apresentaram variações no tempo de lise.

 A solução de eletroforese também apresentou uma tendência no uso de 2 reagentes: NaOH a 300 
mM e EDTA a 1 mM, com pH = 13, o que refl ete o protocolo de eletroforese alcalina mais comumente 
utilizado, Singh et al. (1988). Para Møller et al. (2020), a composição da solução de eletroforese pode 
afetar na conversão de locais álcali-lábeis para quebras de fi ta de DNA e quanto maior o tempo mais 
conversões ocorrem. Além disso, possíveis elevações da temperatura podem interferir na separação das 
fi tas, sendo este um fator que infl uenciador dos resultados. Assim, percebe-se que a importância da 
padronização das técnicas, ao menos dentro de um mesmo evento experimental, é de suma importância 
e impede possíveis vieses.

Todos os trabalhos analisados realizaram neutralização com Tris a 0,4 M e pH = 7,5, tal como proposto 
por Singh et al. (1988). Segundo Møller et al. (2020), após a eletroforese deve ser realizada a neutralização 
com o intuito de remover o excesso de solução alcalina para que seja possível a realização da coloração.

Na etapa de coloração, embora o brometo de etídio tenha sido o principal corante utilizado, nota-
se, a partir de 2013, uma tendência de aumento na utilização de métodos de coloração alternativos. O 
brometo de etídio é um intercalante no DNA muito utilizado em laboratórios e biologia molecular. Talvez 
esta tendência esteja relacionada com os efeitos mutagênicos do brometo de etídio (Heinen, 1978; Lunn e 
Sansone, 1987). Percebeu-se também que, dentre os trabalhos realizados no Brasil, três utilizaram brometo 
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de etídio, enquanto dois utilizaram Nitrato de Prata.

Por fi m, na visão de Møller et al. (2020), é importante que os artigos forneçam detalhes específi cos das 
adequações nas técnicas, bem como das justifi cativas. Na visão dos autores, existem informações mínimas 
que devem ser fornecidas para que qualquer pesquisador consiga interpretar o experimento. Assim, na 
presente revisão, pôde-se notar que pequenos ajustes de técnicas, não foram citados nos artigos analisados. 
Em alguns casos, os trabalhos citavam a referência seguida do termo “com pequenas modifi cações”.

Há de se considerar que um dos objetivos desta revisão foi a busca dentro do Portal de Periódicos da 
Capes. Desta forma, é possível que outros trabalhos que realizaram Ensaio Cometa em peixes não tenham 
sido compilados. Porém, nota-se que os trabalhos aqui revisados estão bem distribuídos pelo mundo e 
pode-se considerar que representam bem o panorama de utilização da técnica.

A presente revisão demonstrou que o Ensaio Cometa é bastante utilizado em estudos de 
biomonitoramento de ambientes aquáticos que utilizam peixes como bioindicadores. As variações na 
técnica, da etapa de lise até a coloração do material apresenta diferenças pontuais, enquanto o delineamento 
experimental pode variar a depender dos objetivos do trabalho. Os dados aqui apresentados podem auxiliar 
pesquisadores na elaboração de protocolos que sejam funcionais para sua realidade, já que essa padronização 
inicial requer um ponto de partida. De maneira semelhante, podem indicar caminhos alternativos para 
resolver problemas laboratoriais, que podem levar à estagnação de um projeto de pesquisa ou protocolos 
mais seguros à saúde de pesquisadores, como a não utilização de brometo de etídio.
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