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RESUMO: Considerando a interacac complexa entre diferentes compostos quimicos e metais, a influéncia
desses fendmenos sobre 0 ambiente e consequentemeante, sobre o ser humano, esta revisda fem comro
atyetivo maostrar gue o teste de Armes ainda hofje, e uma farramenta impartante na deteccio de mutdgenos.
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1. INTRODUGAO

O crescimento, tante urbano como industrial,
acelerado nos dltimos 25 ancs., tem aumentado a
complexidade das interagdes entre residuos
langados no meio ambiente, provocando serios
problemas ecolégicos e toxicoldgicos para a maicria
dos paises desenvolvidos e em desenvolvimento.
U ndmero significativo de substancias quimicas
sinteticas tem sido produzide & colocado no
mercado sem avaliagdo prévia de seu impacto
ambiental, resultando muitas vezes na poluigio do
meio ambiente por contaminantes tdxicos,
colocando em risco a saude humana e a integridade
do ecossisterna (CETESB, 1992).

L]
Teste de Ames

Entre os vanos bicensaios “in wird” de curta
duracio, otaeste de Ames (Salfmonalla tyohimuriurm
his" revearsion assay), gue detecta mutaches
génicas, tem sido o mais comumente utilizado na
determinagio da capacidade mutagénica de grande
variedade de substancias guimicas 2 misturas
complexas, além de propiciar correlagio com a
carcinogenicidade. E um dos testes de triagem

recomendados pela EPA {drgaoe de Controle
Ambiental dos Estados Unidos) para uso am
programas de monitoramento e controle da poluigdo
ambiental (Agua, ar, material particulado, sedimento,
residuos solidos e efluentes industriais), conforme
CETESE {1952).

O ensaio foi desenvolvido por Dr. Bruce M. Ames
e colaboradores na decada de 70 {Ames, 1971 e
Ames et al., 1975) & revisado por Maron & Ames,
(1283). E=sses trabalhos apresentam as principais
orientagies e recomendagies para a realizagio do
ensaio e interpretacdo dos resultados. O teste
baseia-=e na utilizacio de diferentes linhagens de
Salmonella typhimurium, derivadas da linhagem
parental LTZ2, auxotrdfica para histidina (his’),
especialmente construidas para detectar mutacbes
génicas no DMNA, como deslocamento do quadro
de leitura (“frameshift”) ou substituicéic de pares de
base ("base pair substitution”). Estas cepas
incapares de crescer em meio mimmo, isento de
histidina, torname-se prototroficas para histidina,
apds a exposigio de uma populagio, a um agente
mutagenico. Meste teste pode ser incluido um
sistema de ativagio metabdlica {mistura 59) para
detectio de prormutagenos ou mutdgenos indiretos
(Maron & Ames, 1983 2 CETESE, 1892).
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Sequndo Ames & Mc Cann (1976) e Mc Cann &
Ames (1977), a sensibilidade e a versatilidade das
cepas utilizadas no teste de Ames 530 devidas as
suas caracteristicas geneticas descritas a seguir:

— A maioria das cepas apresenta uma delecio
do gens vrB, levande & perda da capacidade de
repara por excisdc e auments da sensibilidade das
mesmas para deteccao de mutdgenos (Alper &
Ames, 18753,

—Algumas cepas contém o plasmidio pkKhM101
que, além de conferir resisténcia 4 ampicilina,
contém o gene mMuc, cuja expressas causa um
estimule no sistema de reparo suscetivel ao erro
("error prone™ noarmalmeante presente nesses
miCorganismos, pois o produto desse gene interfere
na fidelidade da DMNA polimerase (Mc Cann et al_,
1975, Hellstein etal,, 1979; Maron & Ames, 1983);

— Todas as cepas apresentam a mutacio
denaminada fa a qual leva & perda parcial da barreira
vsmotica dos lipopelissacarideos da parede
bactariana, facilitando a difusdoe de moléculas
grandes, como aminas aromaticas, hidrocarbonetos
policiclicos e aflatoxinas, para dentro da célula
(Ames etal, 1875);

— Sao varias as cepas indicadoras descritas,
sendo as mais utilizadas: TA1535, TATOD, TA9E,
TAT537, TAS7a e TA102 (Maron & Ames, 1983).

Existem outras cepas de 5. byphimurium
deservolvidas pelo grupo do Dr, Ames e por outros
pesquisadores com diferentes aplicagbes, porém,
zac uliizadas com menor frequéncia. Um exemplo
& a cepa TA104, que contém a mutagio “ocre”
hisG428 no cromossomo bactariano, que detecta
preferencialmente compostos oxidantes e aldeidos,
similarmente &4 cepa TA102 (Levin et al., 1982).
Outra exemplo, & a cepa SO1007 que apresenta a
mitacao "ambar” no gene trpl28 e foi desenvolvida
por Balbinder & Kerry (1384), Esta cepa pode ser
usada come indicador ndo especifico de
mutagénese, pois & capaz de sofrer reversgo por
diversas clagses de mutagenos,

Existern cepas variantes da TASS e da TA100,
as guais podem ser usadas no estudeo de
nitrocompostos, As cepas TASSNR e TAT00NA,
foram isoladas por Mermelstein et al, (1981) e séo
nitroredutases (NR) deficientes, ou seja, nio
possuem as enzimas envolvidas na bicativacio de
metabdlitos produzidos pela reducio de compostaos
nitroaromaticos. Mc Coy et al (1981), isclaram a
cepa TADET 8DMNP-6, deficiente quanto & produgan
da enzima acetil CoAamina aromatica M-
acetiltransferase (NAT), envolvida tambem na
bicativagdo de metabdlitos provenientes da
acetilagace de compostos nitrearomaticos.

Avalidacao do teste de Ames, como instrumento
confidgvel na avaliagdo de carcindgenos efou

mutagenos, foi realizada exaustivamente como pode
ser observade nos trabalhos de Mohn (1981),
Purchase (1982), Quillardet & Hofnung (1988), Le
Curiex et al, {(1983) e Benigni ¢t al, (1993). Este
sistema tem sido amplamente empregadoe na
determinacao da mutagenicidade de grande ndmerc
de compostos guimices puros ou fracionados,
sendo que até o ano 1982 j& haviam sido testados
mais de 5,000 produtos, conforme citade no
Environmental Mutagen Information Center Index
(EMIC), USA, 1982 (Maron & Ames, 1953).

O teste de Ames detecta aproximadamente 80
a 85% de mutagenos ambiantais, no entanto falha
na deteccio de alguns cancerigenos conhecidos.
Entre eles podemos citar o dietilestilbestrol {téxico
para bacterias), pesticidas clorados e alguns metais
cancerigenos, especialmente o derivados de cromo
hexavalenie. Entretanio, com a intreducdo de
mutagdes adicionais nas cepas originais, o teste
tornou-se mais sensivel, permitindo a deteccéo de
VEros produtos mutagénicos o/ou cancerigenos
(varios compostos oxidantes, aldeidos, perdxido de
hidrogénio, formaldeide, glutaraldeido, hidro-
asbestos, hidrocarbenetos policiclices, mitomicina
C, bleomicina, efc.) os guais anteriormente eram
negatives ou fracamente detectados neste teste
(Maron & Ames, 1983).

O teste de Ames vem sendo o principal métedo
empregado na avaliagio de mutagenicidade de
produtos quimicos pures (Mortelmans et al., 1986
¢ Abe & Urano, 1994), de amostras atmaosféricas
(Hughes et al., 1880) e de amostras ambientais
liguidas, tanto efluentes industriais como de corpos
d'agua que os recebem, além de agua tratada
(Meier, 1988; Vargas, 1988).

A mutagenicidade de amostras de Aguas para
consumo (tratadas) tem sido amplamente avaliada
pelo teste de Ames sendo que das cinco cepas
originalmeante recomendadas por Ames et al. (1975),
para uma avaliagdo rofineira, TASE e TA100 sdo as
mais sensiveis. Isto é esperado, uma vez gue estas
CEREs Sa0 as mais sensiveis para mutdgenos em
geral. Dependendo do objetive do estudo, o uso de
varias cepas-teste na avaliagéo da mutagenicidade
pode sersuperfluo urmna vez que, Uma resposta positiva
e algumas delas & suficiente para classificar o
produto analisado como mutagénico (Meier, 1288).

Badicais livres

Os elétrans, nos atomos, ocupam regites do
espago, chamadas orbitais. Cada orbital pode ter
no maximo 2 eletrons e, normalments, para uma
molécula permanecer esiavel, & necessaria a
presencga de 2 eletrons pareados no seu orbital
externa. Radical livre ou espécie reativa de oxigénio,
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e qualguer moléecula capaz de existéncia
independente, a qual contém um ou mais eléirons
desemparelhados em seu orbital de valéncia. Estas
moleculas so altamente reativas, reagem com
moléculas ndo radicais transformando-as em
radicais, provocando uma reagio em cadeia com
duas etapas distintas: iniciagdo & propagacio
(Halliwell & Guiteridge, 1989a; Halliwell, 1991}.

Os radicais livres possuem numercsas atividades
biclogicas, podendo destruir lipidios, proieinas e
acidos nucléicos e reagir com praticamente todas
as moléculas bicoldgicas, além de inativar as
defesas antioxidantes das células. Os radicais livres
de oxigénio s80 substincias enveolvidas em reacdes
metabdlicas celulares, que determinam lesio
tecidual no cursc de um amplo espectro de
condices e doengas, tais como cancer, esclerose
multipla, doenca de Parkinson, arericsclerose e
doencas autoimunes (Halliwell & Gutteridge, 1989¢).

A mutagenicidade por radicais livres de oxigénio
foi estudada por diversos autores que descreveram o
O, come um agente com grande potencial genotdxico,
capaz de induzir aberragbes cromossomais, mutactes
& trocas de cromatides-irmas em uma variedade de
tipos celulares. A gencioxicidade do peroxido de
hidrogénio & provavelmente mediada pelo radical
hidroxil que se liga ao DMNA através de metais de
transic&o, enguanto gue a genotoxicidade do proprio
DE, ainda nao esta clara (Moody & Hassan, 1982;
Meneghini, 1988, Joenje, 198%9). Segundo Ames
(1883), radicais livres de oxigénio s3o iniciadores
endogenos de processos degenerativos, assim como
causadores de dancs e mutacbes no DNA, os quais
podem estar relacionados a cancer, doengas
cardiacas e envelhecimento.

Fe'*  +0Q

As espécies reativas de oxigénio capazes de
causar danos oxidativos incluem: &nion superdxido
{O,*); radical hidroperoxil (HCLT), forma protonada
do radical superoxido, perdxido de hidrogénio
{H,C.); radical hidroxil f{OH); radical alcoxil (RO");
radical peroxil (ROO), hidroperdoxidos organicos
(ROOH) ¢ o oxigénio “singlet” ('0,). O termo
especies reativas de oxigénio refere-se aos radicais
centrados no oxigénio (O, e "OH) e tambem aos
agentes oxidantes produzidos nos sistemas
biclogicos qua ndo 540 radicais livres porguanto ndo
apreseniam alétrons desemparelhados, Enquadram-
se nesta categoria perdxido de hidrogénio (H,0,).
acido hipocloreso (HOCH e, a forma altamente
reativa do oxigénio, conhecida comeo oxigénio
“singlet” '0,) (Halliwell, 1991},

O perdxido de hidrogénio (H_O_). néio apresenta
elétrons desemparelhados ¢ portanto, nds ¢ um
radical. Porém, sua importancia na lesgo celular
se deve a capacidade de gerar produtoes mais
reativos, como o radical hidroxil ("OH), na presenga
de Fe (1}, por meio da reagdo de Fenton, Cualguer
sistema produtor de radical superdxido, pode sofrer
reagdes para produzir H O, por dismutacéo
espontanea ou catalisada pela enzima superdxido
dismutase {Halliwell & Gutteridge, 19890b), O
percxide de hidrogénio pode atravessar as
membranas celulares rapidamente, enquanto gue
o radical supardxido somente o faz atraves de canais
anidnicos (Takahashi & Asada, 1983). O radical
hidroxil, “in vivo™, também pode serformado atraves
de reagdes de ions de metais de transigio Fe (1),
Cu (I} com perdxido de hidrogénio {H_Q.), via
reacies de Fenton-Haber-Weiss (Halliwell &
Gutteridge, 198%a):

Fe+ + 0

2

Fe! + HD

et

Fe** + "OH + OH

0, + HO

. 2 272

A producao de radicais livres & permanents
dentro do servivo, mas a principal fonte de producac
esta associada ao metabolismo celular de oxigénio
e as reagbes de oxirredugdo tais como: na
autoxidacio de pequenas moléculas (tidis,
hidroguinonas, catecolaminas, flavinas); pela
MADFPH oxidase:; no fransporte mitocondrial de
elétrons; pelo reticulo endoplasmatico; na
membrana plasmaiica; pelas células fagociticas,
entre outros (Mason et al., 1980; Capdevilla et al.,
1981; Freemam & Crapo, 1282 e Halliwell &
Gutteridge, 1989c).

Existern varios mecanismos de defesa natural
contra os radicais livres, porém, guando a

OH + ©, + OH

concentragio de especies reativas de oxigénio
exceds o5 niveis celulares basais, ocorre o estresse
oxidativo, ou seja, a capacidade de defesa da celula,
contra espécies reativas de oxigénio, & superada
(Farr & Kogoma, 1981).

Organismos unicelulares, assim como
rmulticelulares, estao sujeitos &s mesmas condigbes
causadoras de estresse oxidativo: alteragoes
ambientais de pH ou temperatura, exposicao a
agentes guimicos toxicos ¢ radiagdo. Em bactérias,
os alvos das espeécies reativas de oxigénio sao
lipidics, preieinas, DMNA 2 BMNA, A oxidacio de
lipidios pode resultar na alteracdo da membrana
celular o que afeta a producac de energia e captagao
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de nutrientes para a célula. Danos oxidativos nos
amincacidos, podem afetar estruturas da parede
celular & as fungoes de proteinas internas e
exiernas. Espécies reativas de oxigénio podem
atuar diretamente sobre o DNA, causando indmeras
lesfes como alteragdo ouw remogdo de bases
nitrogenadas e quebras na fila, acarretando
mutagenicidade ou blogueio na replicacio nos
organismes afetados (Cunningham & Ahem, 1995).

Metais Pesados

O desenvolvimento de indlstrias modernas tem
acarretado uma propagacio mundial de metais
toxicos no meic ambiente e ndo & novidade que
es5es agentes, inclusive metais pesados, podem
interagir sinergicarmente (Léonard et al., 1984).

Os riscos para a humanidade, dependem nao
somente da toxicidade inerente a cada metal, mas
também de sua captagfio e transferéncia ao
ambiente e de sua metabolizagio no organismo
humano. Fortanto, a simples determinacio guimica
das possiveis substidncias toxicas presentes em
uma amostra nao e suficiente para avaliar seus
efeitos de mutagenicidade (Léonard et al., 1984 &
CETESE, 1932).

Dentre os diferentes compostos quimicos
polugntes, alguns sdo capazes de promover
alteragies estruturais significativas nas moléculas
de DMA, Algumas dessas alteragdes, se nao
corrigidas  pelos sistamas enzimaticos
intracelulares de reparo, podem levar a inativagdo
da célula ou & ativagio do funcionamento incorreto
de sistemas de reparo, os guais conduzem, durante
0 processo de replicagio semi-conservativa, a erros
de emparelhamento, isto &, modificacdes do
conteddo infermacional, culminando em mutagao
iLeitao & Alcantara, 1987; Henriques et al., 1987;
Rabelo-Gay et al,, 1991),

A capacidade mutagénica e a carcinogenicidade
de alguns metais ja estdo bem caracterizadas,
enguanto qué para outros ha necessidade de maiores
estudos. Varias evidéncias tém demonstrado gue
metais de transigdo, atuam como catalisadores na
deterioracio oxidativa de macromoléculas bioldgicas
e na toxicidade de muitos xenobidticos (Stohs, 1995).

O cromo & uwm elemento abundanie na crosta
terrastre e ocorre Nos estados de oxidagdo de Crér a
Cré, porém, somente as formas trivalente ¢
hexavalente s&c biclogicaments importantes. Este
metal é extensivamente utilizadoe em indUstrias
metalirgicas de ago inoxidavel, ligas, placas elétricas,
revestimentos, tintas e na produgéio de cromatos 2
dicromatos (Léonard et al., 1984 e Goyer, 1991).

O cromo & amplamente conhecido por causar
dermatites alérgicas, bem como, efeiios ttxicos e

carcinogénicos em humanos e animais. Quando
aspirado por humanos, pode causar cadncer nas vias
respiratdrias e tem a capacidade de atravessar a
placenta causando mal-formagdes fetais,
Afualmente, néo se conhece exatamenta o nivel do
ion cromato que pode ser tolerado pelo homem
durants toda vida sem sfeitos prejudiciais, mas, com
base na ocorréncia e nos efeitos encontrados, foi
estabelecido 0,05 ppm como limite aceitdvel para
que as dguas, com essa concentragao de cromo
hexavalente, possam ser consumidas durante a vida
inteira, e de 0,03 a 0,2 mg/dia, 10 ng/m?*, 10 a 300
ngm® em alimentos, atmosfera rural e urbana,
respectivamente (Léonard, 1984; CETESE, 1988;
Goyer, 1991 e Stohs, 1995).

O grome trivalente e a forma mais abundante
encontrada na natureza e ndo ha evidéncias da sua
conversio em cromo hexavalents nos sistemas
bioldgicos. O ion cromato [Cro4]?, a forma
dominante do Cr (V) em solugdes aquosas,
atravessa rapidamente a membrana celular via
canais nac-sspecificos de Anions e é reduzido
intracelularmente & forma trivalente. A forma
hexavalente € encontrada como mutagénica na
maioria dos estudos realizados, enguanto gue a
forma trivalente, até recentermente, era considerada
relativamente inativa (Stohs, 1995). Entretanto,
alguns autares sugerem que a forma responsavel
pela acdo mutagénica do cromo seja & trivalente, a
qual se liga ao material genético celular apos
reducio a partir da forma hexavalente (Goyer, 1981,
Alem disse, pode ccorrer que o Cr{lll) seja reduzido
a Cr(ll) pelos redutores biologicos MADH & L-
cisteina. Esta forma Cr(ll), reagiria com H,O,
formando radicais livres (*OH), o5 quais sio
responsaveis por danos teciduais (Ozawa & Hanaki,
18980). Complexos de Crilll} mostraram efeito
mutagenico no teste de Ames e relaxamento do
superenovelamento do DMA, provavelmente devido
a formacao de radicais de oxigénio como
intermediarios ativos (Sugden et al,, 19582).

Shi & Dalal (1989}, conclulram que o Cr(V),
formado pela redugdo do CriVD), através de redutores
celulares, reage com H,O, formande radical hidrosxil,
numa reagio semelhante & de Fenton. Outros
autores observaram que radicais hidroxil, formados
pelo intermediario CriV), causaram quebras no DA
{(Jones etal., 1991).

Segundo Stohs (1995), tanto o Cr(Vl) como o
Cr{V) sao estados oxidados do Cr, biologicamente
ativos, estando ambos envolvidos no ciclo redox,
com produciio de espécies reativas de oxigénio.

Q) ferro esta presents na natureza e em seu
estado reduzido (Fe*) @ muito mais fregliente nas
aguas subterraneas do gue nas aguas superficiais,
visio que a presenca de oxigénio nas aguas
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superficiais resulta na sua oxidagio para dxido de
ferro hidratado, o gual & muito menos soldvel. A
quantidade nutricional de ferre para adultos € da
ordem de 1 a 2 mg/dia, sempre gue a absorgao for
normal. Um problema acarretado por este metal e gque
sua presenga nas aguas de abastecimento, permite
o desenvolvimento de ferro-bacterias, as guais
produzem odores fétidos e pigmentos vermelhe,
verde escuro ou negro, além de obstruirem as
canalizagtes {Batalha & Parlatore, 1977).

Além do mais, o ferro & importante na geracio
de radicais livres atraves da reacio de Fenton-Haber-
Weiss. Varios autores tém confirmade gue a
lipoperoxidagio de membranas bioldgicas, lesdode
proteinas e acidos nucleicos, exige tanto Fe® como
Fe®, provavelmente como um complexo Fe-0O, e
também como participante na formagao de outras
meléculas reativas (Aust, 1989; Halliwell &
Gutteridge, 19859¢).

Uma variedade de xenobidticos aumenta a
farmacao de especies reativas de oxigénio, tanto
pelo proprio ciclo redox do ferro como pela liberacio
de ferro livre das biomoléculas que o contém.
Experimentos utilizando reducdo fotoguimica de Fe*
a Fe*™ e quelantes como citrata, nitrilotriacetato e
EDTA, demonstraram que o Fe®*, radical hidroxil
especies reativas outras estao envolvidos na indugao
de danos ao DNA de macrdfagos (Byan & Aust,
1992; Chao & Aust, 1993).

O cobre geralmente esta presente na natureza
e nos tecidos de animais e vegetais. As formas de
cloreto, sulfato e nitrato sdo muito soldveis em agua,
néao acontecendo o mesmo caom carbonato,
hidréxideo, éxido e sulfeto. Os ions de cobre gque se
encontram emvalores de pH igual ou superiora 7,
em dguas naturais, precipitam ¢ carbonato e o
hidroxido e s8o assim removiveis por adsorgao ou
sedimentagio (Batalha & Parlatore, 1977).

2 cobre e um metal benafico ao metabolismo
humano e a sua deficiéncia produz anermia nutricional
erm criangas. As necessidades didarias de cobre para
um adulto 580 estimadas em 2 mg/l. Comuments, os
alimentos contém valores acima de 10 mg/Kg
alguns, como o figado, certas verduras e ostras,
apresaentam urm cometdo maior, variando entre 20 a
50 mg/Kg (Batalha & Parlatore, 1977},

O cobre ndo e considerado um toxico de efeito
cumulativo, como o chumbo ou o merclno, uma
vez que @ eliminado atraves de urina e fezes.
Contudo, concentragies elevadas podem produzir
vomitos e a ingestao oral muito prolongada pode
ocasionar danos ao figado, Em quantidades
excessivas, & tdxico a ampla variedade de espécies
aguaticas, desde bactérias a peixes. As
concentragbes de cobre encontradas, normalments,
no ambiente podem ser prejudiciais & vida aquatica,

tanto que & empregado come algicida em tratamento
de 2guas. Os padroes de qualidade de agua pars
consumo humano, preconizados pela Organizacao
Mundiai de Salde (1871), recomandam come teoras
maximos desegjaveis e permissivel, respectivaments,
0.05 mg/L e 1,52 mg/L (Batalha & Parlatore, 1977 &
CETESE, 1288).

O cobre, similarmante ao ferre, atua comao
catalisador na formacio de espacies reativas de
oxigénio e na lipoperaxidagio de membranas (Chan
et al., 1982).

Estudos de mutagenicidade, utilizando o teste
de Ames, demonstraram gue o aceiato clprico
quande foi adicicnado & adriamicina, aumentou a
capacidade mutagénica desta ditima em mais de
700%:, demonstrandoe assim o potencial genotoxico
do cobre (Yourtee et al., 1982).

2. IMPORTANCIA DA DETECGCAO DE
MUTAGENOS NO MEIO AMBIENTE

Dos contaminantes ambientais, os mutagénicos
e carcinogénicos de natureza quimica parecem
constituir a maior ameaca a salde humana,
considerando o dano gue podem provocar ao
material genético das futuras geragoes (CETESE,
1992). Alem dos danos diretos ags humanos, sao
atingidas a microbiota, a flora & a fauna dos
diferentes ecossisternas, levando ao declinic da
gualidade de vida no planeta.

A deteccio de mutagenos no ambiente tem
impeortancia principalmente quanto a dois aspectos:
acarcinogénese e as doengas hereditarias (Valent,
1990). Muiagenos, agindo em células germinativas
(basicamente dvulos e espermatozdides), causam
meodificages no material genético as quais podem
aumentar a incidéncia de doencas genéticas.
Dessas doengas, as mais facilmente identificadas
nas populacdes, 580 as de cardter dominante e
aguelas causadas por aberragbes cromossimicas
(Saxena, 1984). Por outro lado, mutacbes em celulas
somaticas sao potencialmente carcinogénicas.
Durante os dltimos 30 anos evidéncias t&m sido
acumuladas mostrando que o cancer e uma doenca
genetica e que pode ser entendida como resultado de
varias mutacoes que se acumulam no DMNA de uma
Unica celula sormatica, levando & perda do controle de
crescimento (Watson et al., 1987; Brusick, 1994).

Muitas evidéncias tedricas e experimentais
sugeram que doengas neoplasicas surgem atraves
de uma seérie de etapas complexas, comeagando
com a transformacao de células normais em
anormais ao nivel gendtico, devido a alteragbes
gspecificas no DNA, produzinde lesdes em genes
que controlam o crescimento celular (Gumttec,
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1986; Williams & Weisburger, 1991). Ha evidéncias
de que um grande nimero de cancer em humanos
tem causa ambiental, mais ligada & veiculagao de
substéncias quimicas, tornando a deteccgao de
carcinégenos quimicos uma necessidade
premente. Isto ndo demonstra necessariamente que
um composto sendo mutagénico, também sera
carcinogénico. A correlacao, entretanto, existe e o
conhecimento de que um composto é mutagénico
em um sistema bacteriano, serve como alerta (Brock
et al., 1994).

Mais uma demonstracdo de que o ambiente
desempenha papel fundamental na etiologia do
cancer é o fato de que 92% dos tipos encontrados
atualmente sdo carcinoma, cancer que se
desenvolve a partir das células epiteliais, que
recobrem a superficie dos 6rgaos (pele, intestino,
pulmaéo, etc.), justamente os tecidos que estdo em
contato com o ambiente através de ar, alimento e
agua. Além disso, a incidéncia dos diversos tipos
de cancer varia tanto geografica como
ocupacionalmente (Watson et al., 1987). Poluentes
quimicos industriais sdo considerados responsaveis
por cerca de 1 a 5% de todos os tipos de céancer,
podendo ser este quadro tao critico que venha a
atingir até 25%. Assim, & possivel inferir que quanto
maior a exposicdo de individuos a agentes
mutagénicos, maior sera a incidéncia de cancer
nessa populacao (Lee et al., 1981).

Os compostos mutagénicos presentes no meio
ambiente podem ser tanto de origem natural (ex.:
toxinas de microrganismos) como de origem
antropica (ex.: efluentes industriais, agrotoxicos),
levando & formacgdo de misturas complexas. Para
se ter uma idéia da complexidade das amostras
ambientais, como agua bruta por exemplo, em
termos de diversidade de poluentes orgénicos,
Kraybill et al. (1979) encontraram e identificaram
729 compostos orgéanicos diferentes nesse tipo de
amostra. O numero de compostos que pode estar
presente na agua de consumo apos tratamento,
pode exceder a 1200 (Bull, 1981).

Um problema alarmante para o homem é que
muitos compostos mutagénicos sdo estaveis
durante periocdos relativamente longos, portanto
dificiimente degradados, persistindo no ambiente
e/ou bioacumulando-se. A bioacumulagao fornece
o grau de contaminacgéo dos diversos organismos
e permite o fluxo da substancia quimica ao longo
da cadeia alimentar (Moutschen, 1985; Houk, 1992).

A contaminacao do meio ambiente por agentes
agudamente toxicos & facilmente detectada devido
ao efeito imediato, permitindo controle rapido da
fonte emissora. Substancias tdxicas cronicas
produzem danos a longo prazo, reduzindo a
sobrevivéncia dos organismos, influenciando na sua

reproducao, ou ainda, alterando o patriménio
genético. Uma fonte de atividade genotdxica e/ou
carcinogénica somente pode ser detectada apds a
exposigao de muitas pessoas por varios anos, o
que ressalta a necessidade de uma acédo preventiva
(Zimmermann et al., 1984).

Existem varias maneiras de observar a relacéo
entre doencas e exposicdo dos individuos a
amostras ambientais, tais como agua ou ar. O
estudo epidemiolégico € o método mais direto para
demonstrar essa correlagao porém esta sujeito a
muitas limitagbes, uma vez que estes estudos sdo
raros, extremamente caros e na maioria das vezes
geram resultados duvidosos, nao permitindo
conclusodes definitivas, devido a forma pela qual sao
conduzidos (Tye & Waite, 1981).

Uma alternativa tradicional para detectar
mutagenos ou carcindgenos & a inoculagdo em
animais suscetiveis, de amostras ou compostos e
a demonstracdao de mutagdes ou indugcao de
tumores apos a exposicdo (testes “in vivo’). Essa
maneira €& mais rdpida que os estudos
epidemioldgicos, entretanto, estes ensaios
envolvem o uso de muitos animais, sao trabalhosos
e onerosos, dificultando a avaliagdo de um grande
numero de amostras em curto espago de tempo
(Tye & Waite, 1981).

Em vista das dificuldades de realizacao dos
ensaios epidemioldgicos “in vivo”, foram
desenvolvidos varios métodos “in vitro”, em especial
utilizando-se microrganismos, os quais tém se
mostrado como uma boa alternativa no
monitoramento de um grande ndmero de amostras
ambientais (Tye & Waine, 1981). Dentre suas
vaniagens €& preciso citar a simplicidade, a
sensibilidade na deteccao dos danos genéticos,
baixo custo, uso de pequena quantidade de amaostra
e alta reprodutibilidade (HOUK, 1992).

Os bioensaios utilizados para avaliar os efeitos
e riscos a saude sao baseados no uso de
compostos subcelulares ( ex.: enzimas, DNA, RNA),
células isoladas (ex.: culturas celulares, hemacias)
ou animais. A nivel bioquimico e molecular podemos
destacar os bioensaios de mutagenicidade e
citotoxicidade relativos aos efeitos e riscos a salide
humana causados por compostos quimicos ou
misturas complexas, os quais devido a suas
interacdes com mecanismos genéticos, podem
causar mutacbes e aumento da incidéncia de
doencas cronicas nas populagdes (CETESB, 1992).

Esses bioensaios permitem o estabelecimento
do perfil da atividade mutagénica de uma
substancia, servindo como indicador de qualquer
modificacio sofrida pelo composto, como resultado
de um processo industrial ou de sua passagem
através de diferentes sistemas bioldgicos. Os
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mesmos indicadores 580 ainda dteis no
manitoramento de populagdes pois, servaerm como
primeiro alerta antes gue evidéncias epidemiologicas
possam ser detectadas (CETESE, 1992).

Entre 08 vanos bioensaios propostos, 0s ensaios
microbianos "in vitro®, t8m-se mostrado bastante
adequados na triagem rotineira de produtos
quimicos & amostras ambientais (agua, ar, solo,
lixiviados de residuos sdlidos, cosmeéticos,
alimentos, corantes, medicamentos, antibidticos,
elc.) e atualmente sfo considerades parte essencial
dos lestes toxicoldgicos a serem realizados em
amostras onde se deseja conhecer sua atividade
rutagénica efou oncogénica (CETESE, 1992,

Atualments os testes de mutagenicidade mais
utilizados em amosiras ambientais 530 0s gue
utilizam bactérias e em especial, o teste de Ames
(Valent, 1990}, O= resultados obtidos de bioensaios
gensticos de curta duracio s3o importantes para a
especie humana, uma vez gue o alve genético-
toxicoldgico & o DMNA, existente em todas as formas
de vida, servindo assim para demonstrar que
compostos eletrofilicos, reagindo com o DMA de
uma dada espeacie, tém o potencial de produzir efaito
similar em outra espécie (Saxena, 1984; Henrigues
etal., 1987; Rabelo-Gay et al., 1991; Houk, 1992),

3. ATIVIDADE MUTAGENICA DE METAIS
PESADOS ECOMPOSTOS GERADORES DE
RADICIAS LIVRES DETECTADA ATRAVES DO
TESTE DE AMES

Lerwin et &l (1984), estudaram a mutagenicidade
do perdxido de hidrogénio e outros compostos
oxidantes, atraves do teste de Ames, utilizando a
cepa TA102, pelos métodos de pré-incubacac e de
incorporagac em placa. Todos os compostos
tastados foram mutagénicos para acepa TAT02 nos
dois meétodos utilizados, com excegao do
“neacarzinostatin’ que foi toxico pelo método de pré-
incubacéo. Foi observado maior ndmero de
revertentes (his*) pelo método de pré-incubacac para
a maioria dos compostos, Para o peroxide de
hidrogénio e perdxido de metil etil cetona o nimero
de his* observado foi maior pelo método de
incorporagdo em placa.

A capacidade mutagénica de compostos
geradores de radicais livres foi avaliada por Hassan
& Moody (1984), através de diferentes métodos
utilizados no teste de Ames, Foram utilizadas as
cepas TASE, TAT100, TA1535, TA1537 e TA1538, sem
ativag@o metabdlica uma ver que essa etapa &
desnecessaria para estudos com radicais livres.
Pelo método da incorporagio em placa, 0 composto
auimico paraguat (gerador de radicais), mostrou

fraca mutagenicidade uma vez gque foi altamente
toxico para as cepas utilizadas o que impossibilitou
uma relacao dose-resposta. Este problema foi
resolvido pela utilizacio do ensaio em meio liguida,
o qgual parmite a contagerm do namerc de revertentas
(his*) em relaco ao numero de células sobreviventes
possibilitando assim a deteccio da mutaganicidade
para um composto altarmante toxico,

Abu-Shakra & Zeiger (1990), avaliaram a
mutagenicidade induzida pelo perdxido de hidrogénio
emvaria cepas de 5. fiphimurium utilizadas no teste
de Ames, atraves dos métodos de pré-incubagao e
de incorporacao em placa. A cepa SB1106p foi mais
sensivel na delec;ao do composto estudado do que
as cepas construidas especificamente para deteciar
mutagenos oxidativos. A cepa TAT00 variou de
negativa a fracamente positiva nos experimentios
realizados. O meétodo de pré-incubagio, na maioria
dos casos, foi o mais sensivel, ou seja, detectou
maior ndmero de his*.

De Flora et al. {(19289), demonstraram a
mutaganicidade de espécies reativas de oxigénio
detectada pela cepa TA104 de S. fyphimurium no
teste de Ames, Estes autores concluiram gue hi
necessidade da cepa apresentar mutacgio no gene
hisG428 e excisdo do gene uviB para gue seja capaz
de detectar mutagdes de oxi-radicais.

Han (1992), avaliou quais espécies reativas de
oxigénio contribuiam para a reversdo da cepa TAT04
induzida pelo perdxido de hidraogénio, Os resultados
obtidos indicararm que radicais hidroxil gerados pela
reacao de Fenton e talvez o oxigénio "singlet” eram
05 gque mais contribuiam para o efeito mutagénico
do peroxido de hidrogénio, Entretanto, catalase e
superdxido dismuiase incluidas na reagdo, ndo
inibiram os efeitos mutagénicos, o gue levou os
autores a inferirern gue radicais superdxido ¢ o
proprio perdxido de hidrog&nio nio eram os
indutores da reversao na cepa estudada.

O potencial mutagénico de 16 derivados de
metais foi estudado por Marzin & Phi (19858), através
do teste de Ames, pelo método de incorporacac
em placa, utilizando a cepa TA102 de 5.
typhimurivum, Esses autores observaram gue
somente dois compostos de Cr(WVI) foram
mutagénicos para a cepa TAT02 & gue seus
potenciais mutagénicos eram semelhantes.

Codina et al. {1395), compararam a eficdcia na
deteccio da capacidade mutagénica de metais
pesados, em quatro diferentes testes microbianos:
teste de Ames, de Escherichia coli WP2, de
detecgdo da mutagenicidade Mutatox e teste SOS.
Todos os metais testados (cadmio, cobre, cramo,
mearclrio, niquel & zinco) foram caracterizados como
genoiéxicos nos tesies Mutatox e S0O2. Os testes
de Ames e de E colif WPEZ detectaram somente o
Cromo comao gencloxico,
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Fagano & Zeiger (1992), cbservaram a
mutagenicidade de cloreto de cobalto, sulfato
ferroso, sulfate de manganés, cloreto de cadmic e
clorefo de zinco, pelo metodo de pré-incubacao,
utilizando a cepa TASY, Quando a exposicao era
feita em agua destilada e deionizada esteril ou
tampao Hepes, os resultados foram melhores
quando comparados aos testes que ulilizaram o
tampac fosfato de sddio descrito na técnica padra.
Foi observado tambem que os componentes do
meio de Vogel-Bonner inibitam a mutagenicidade
desses meatais,

4. CONCLUSOES

Como conclusiio pode-se afirmar gque nenhum
ensaio e por si 50 suficiente para caracterizaruma
substancia ou composto como mutagénico (ou
citotoxico) e gue nic existe ensaio capaz de
determinar todos os mutagenos conhecidos, O teste
de Armes, apresenta reprodutibilidade, baixo custo,
aplicacio generalizada {cepas especificas) e andlise
de varias amostras em curto espage de tempo,
caracteristicas que facilitam comparagaa entre varios
resultados como essencial e qualquer rotina.
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