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A avaliagdo das substancias em relagdo a mutage-
nicidade e genotoxicidade sdo baseadas em uma combi-
nagdo de testes que servem para a detec¢ao dos possiveis
danos genéticos associados a doengas humanas: muta-
¢do genética (mutagdes pontuais, ou seja, exclusdes/in-
ser¢oes que afetam os genes); clastogenicidade, ou seja,
alteracdes cromossomicas estruturais; aneuploidia (aber-
racdes cromossdmicas numéricas). Mesmo que se consi-
dere que nenhum tnico ensaio detecte todos os possiveis
danos ao DNA, o teste de mutagenicidade (conhecido
como teste de Ames) deve ser aplicado a qualquer nova
substancia antes da mesma chegar a populagdo (OECD,
1997).

O teste de Ames — desenvolvido pelo Dr. Bruce
Ames e colaboradores, — utiliza cepas de Salmonella
typhimurium com mutagdes em /oci especifico responsa-
vel pela biossintese do aminoacido histidina, isto é, essas
bactérias ndo sintetizam esse aminoacido e logo prolife-
ram somente em meio de cultura acrescido do mesmo.
O cientista percebeu que quando esses mutantes eram
submetidos a agdo de um agente mutagénico, o genotipo
his- poderia ser modificado, revertido (4is+). Em conta-
to com o agente mutagénico, algumas células revertiam,
passavam a proliferar ¢ a formar colonias. A reversao
indicava que existiam alteragcdes nos codons permitindo
a célula bacteriana sintetizar o aminoacido e multiplicar-
-se (Figura 1A e 1B).

O Dr. Bruce Ames ¢ seus colaboradores agru-
param algumas dessas cepas de S. typhimurium com a
intengdo de serem usadas para determinagdo de subs-

tancias com potencial mutagénico/carcinogénico. Tais
cepas tinham como caracteristicas: (1) determinar o tipo
de lesdo no DNA; (2) possuir um gene que confere au-
mento na permeabilidade da membrana (rfa) facilitan-
do a entrada da substéancia teste pela célula bacteriana
(figura 1C); (3) apresentar mutacao do tipo dele¢do no
gene (uvrB) que confere reparo a luz UV evitando que
a célula consertasse o dano induzido pelo agente teste
(Figura 1D); (4) apresentar em plasmideos, marcadores
de resisténcia a antibidticos de forma seletiva evitando
contaminagdo por outras bactérias (Figura 1E) (Maron
& Ames, 1983).

O principio do teste, baseado na capacidade de de-
tecgdo visual de colonias bacterianas que se formam em
meio nutriente de composicao definida, tornou-se muito
difundido e internacionalmente aceito e exigido pelos
orgaos que regulamentam o uso de farmacos, cosméti-
cos, pesticidas, e até alimentos, entre outras aplicagdes
(McCann et al., 1975; Zeiger, 1997, Umbuzeiro e Vargas,
2003; http://www.sbmcta.org.br/pdfs xbl/113.pdf).

O Anexo 1 descreve um passo a passo do teste de
Ames buscando simular sua utilizacéo.

As cepas padrao de S. typhimurium sugeridas para
o ensaio sao TA97, TA98, TA100 e TA102. No entanto,
outras cepas sdo comparativamente usadas com estas,
como as cepas TA1535 e TA1538 para TA100 e TA9S,
respectivamente. Resumo das caracteristicas genotipicas
e fenotipicas estdo listadas na tabela 1:
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Tabela 1- Caracteristicas genotipicas e fenotipicas das cepas padrao sugeridas para o ensaio de teste de

Ames:
Cepa Mutagdo em His | Plasmideos Outras mutagoes Tipo de mutagdo detectavel
TA97 Ziigggig pKM101 rfa A(uvrB chl bio) | Frameshift Adicdo de um par G:C
TA98 hisD3052 pKM101 rfa A(uvrB chl bio) | Frameshift Delegdo de um par G:C
TA100 | hisG46 pKM101 rfa A(uvrB chl bio) | Substitui¢ao G:Cpara A:T
TA102 | pAQ1 (hisG428) |pKM101, pAQ1 |rfa Substitui¢ao A:T para G:C
TA1535 | hisG46 rfa A(uvrB chl bio) | Substitui¢ao G:Cpara A:T
TA1537 | hisC3076 rfa A(uvrB chl bio) | Frameshift Adi¢do de um par G:C
TA1538 | hisG46 rfa A(uvrB chl bio) | Frameshift Delegao de um par G:C

As linhagens de S. typhimurium com a marca R+
possuem o plasmideo pKM101, que faz aumentar a fre-
quéncia de mutagé€nese espontanea, supostamente pela
via de reparagdo error-prone. As que apresentam o locus
hisG428 sdo acompanhadas do plasmideo pAQIl, que
lhes confere resisténcia a tetraciclina.

A cepa TA97 de S. typhimurium apresenta uma
mutagdo que, ao ser alterada (hisGD6610), causa dele-
¢do de um par de bases (frameshift mutation), levando
a proliferacao bacteriana pelo restabelecimento normal
do quadro de leitura. Esta muta¢do induzida da origem
a formagao de uma pseudo histidinol desidrogenase, o
que permite o crescimento muito préoximo ao normal em
meio minimo (Maron & Ames, 1983).

A cepa TA98 também detecta agentes mutagéni-
cos que induzem uma mutacdo que altera o quadro de
leitura. Estes mutagenos geralmente atuam em unidades
repetitivas do DNA fazendo com que haja uma restau-
racdo do quadro correto da leitura envolvida na sintese
de histidina. Nesta cepa, a reversao para o fenotipo his+
ocorre pela delecao de um ou dois pares de bases desta
seqiiéncia ou, pela adigdo de um par (Maron & Ames,
1983). Além disto, a linhagem TA98 possui uma muta-
cdo espontanea no gene que codifica a maior nitroredu-
tase de S. typhimurium (nfs4) e apresenta seu nivel de
nitroredutases menor do que na linhagem TA100 (Wata-
nabe et al, 1994).

A cepa TA98 assim como a TA100 sao utiliza-
das para se estudar o metabolismo de nitrocarcinégenos
j4 que em comum apresentam caracteristicas de serem
nitroredutases-deficientes. Devido a tal propriedade,
utiliza-se a TA100 para deteccdo de agentes que possam
induzir metilacdo e causar substitui¢do de pares de bases
(G-C). Sua construcdo ¢ baseada em uma mutacao de
ponto, a partir de alteragdo de base A-T por G-C, que
codifica numa trinca especifica prolina e leucina, respec-
tivamente, obtendo-se a produ¢do da primeira enzima da
biossintese de histina, restaurando o fenotipo selvagem
(Maron & Ames, 1983).

A cepa TA102 apresenta aproximadamente 30
copias do plasmideo que confere resisténcia a tetraci-
clina e contém o gene mutante 4isG, determinando seu
carater auxotrofico. Além disto, contém o par de bases
A-T no sitio critico da reversao, detectando uma grande
variedade de mutagénicos oxidativos e de agentes cross-
links que atacam preferencialmente estes pares de base,
diferenciando-a das demais cepas que sao revertidas nos
alvos G-C (Maron & Ames, 1983).

Cepas que apresentam o plasmideo pYG216 co-
dificam enzimas conhecidas como nitroredutases. As
linhagens YG1021 e YGI1026 (derivadas de TA98 e
TA100, respectivamente) que o contém, possuem alto ni-
vel de atividade nitroredutase e sdo, portanto, muito sen-
siveis a agdo de compostos mutagénicos que possuem o
grupamento nitro, como os nitroarenos. Sao cepas muito



usadas quando se investiga o mecanismo de a¢do de um
toxicante apos sua metabolizacdo. Pode-se utilizar tam-
bém as cepas TA9SNR ¢ TAIOONR, ambas deficientes
em atividade nitroredutase (Watanabe et al., 1990).

Cepas que contém o plasmideo pYG219 codificam
acetiltransferases: N-hidroxiarilamina O-acetiltransfe-
rase (NAT ou OAT). A expressdo génica desta enzima
age na O-acetila¢do do produto j& reduzido por NR (ni-
troredutases) sendo, portanto, usada também na inves-
tigacdo envolvendo metabolizacdo de compostos. A li-
nhagem YG1024, derivada de TA98 e YG1029, derivada
da TA100 que o contém ¢é extremamente sensivel a acao
de aminas aromaticas bem como a compostos quimicos
nitro. As cepas deficientes relativas a esta caracteristica
sao TA98/1,8DNP-6 e TA100/1,8DNP-6 (Watanabe et
al., 1990).

O conjunto de cepas padrao e cepas especializa-
das em metaboliza¢do pode ser completado ainda pelas
cepas YG1041, e YG1042 (derivadas de TA98 e TA100,
respectivamente) que possuem tanto alta atividade de
nitroredutases como de acetiltransferases (Watanabe et
al., 1990).

Com a finalidade de tornar estes testes mais con-
sistentes e aplicaveis a mamiferos, os ensaios com bacté-
rias tornaram-se dependentes de um passo fundamental
que ¢ a mimetiza¢do por um sistema de metabolizagao
exogeno (Claxton et al., 1987). A fragdo pos-microsso-
mal (S9), utilizada pela maioria dos laboratérios, pode
ser adquirida comercialmente e ¢ preparada a partir fi-
gados de ratos Sprague-Dawley pré-induzidos por bife-
nil-policlorinato (Aroclor 1254).

O periodo de pré-incubagao refere-se apenas ao
tempo em que a cepa, 0 toxicante e a presenga ou au-
séncia de enzimas de metabolizagdo estardo juntos an-
tes do plaqueamento, de modo a permitir que a ac¢ao de
enzimas e a geracao de compostos eletrofilicos possam
entrar e agir no DNA. Além disto, o tempo parece ser
também importante na fixagdo do dano apds as primei-
ras geragdes evitando o mascaramento de uma resposta
citotoxica. Assim, podemos realizar experimentos em
20 minutos, 40, 60 e 90 minutos de pré-incubacao de
modo a detectar o tempo Otimo para a determinagao da
atividade mutagénica do composto em questdo (Aiub et
al., 2004).

Culturas bacterianas sdo muito utilizadas em
experimentos toxicologicos por apresentarem algumas
vantagens em relagdo aos experimentos realizados in
vivo ou com culturas de células de mamiferos, pelas se-
guintes razdes: a) sdo facilmente manipuladas; b) seu ge-
noma ja esta sequenciado, permitindo alteracdes contro-
ladas; c) a populacdo usada experimentalmente ¢ muito
superior a usada com animais experimentais ou com hu-
manos; d) diminui o custo € o tempo experimental.
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Figura 1- Fotografias de placas de petri: (A) com colonias de cepa que proliferaram por terem tido muta-
cdo espontinea e (B) com colénias formadas por inducio de mutacio por agente quimico conhecido inoculado
no disco de filtro; (C) halo de inibi¢ido do crescimento bacteriano em torno do disco embebido com solucio de
cristal violeta indicando que a parede celular é permeavel, confirmando a presenca da mutacio rfa; (D) o cres-
cimento da cepa ocorreu somente do lado da placa que nao foi irradiado com luz ultravioleta (metade supe-
rior), indicando a presenca da delecio uvrB; (E) halos de inibi¢cao do crescimento em torno do disco embebido
com a solucio de (E1) canamicina e (E2) tetraciclina indicando que a bactéria é sensivel a estes antibidticos, e

auséncia do halo, indicando resisténcia ao antibiético ampicilina (E3).

Anexo 1 - Passo a passo do teste de Ames
Condicoes de Crescimento

Células bacterianas deverdo ser inoculadas para
proliferacao a partir de coldnias isoladas em meio Louria
Bertani (LB) liquido (5g/L de extrato de levedura; 10g/L
de triptona; 10g/L de NaCl) com ampicilina (8 mg/mL),
a 37°C, com agitagdo orbital de 250 OPM (propor¢do de
~5 colénias + 10 mL meio LB liquido), até atingirem
fase estacionaria de crescimento (~10-14 h apos a ino-
culagdo).

As culturas deverdo ser verificadas quanto a
densidade, que devera estar entre 2-6 X 10° células/ mL.
Diluigao seriada e semeadura em placas de Petri conten-
do meio LB solido (5g/L de extrato de levedura; 10g/L
de triptona; 10g/L de NaCl; 15g/L de Agar) seguido de
incubacdo das placas a 37°C, durante 24 horas, permitira
visualizar as colonias formadas e assim o calculo do nu-
mero de células.

E recomendavel que as culturas nio crescam em
meio Oxoid uma vez que foi detectado aumento no nu-
mero de revertentes espontdneos em cepas como TA100
e TA1535.

Curvas de sobrevivéncia

Uma das varidveis existentes no teste de Ames,
que pode contribuir para apresentacdo de resultados do
tipo falso-negativos, relaciona-se com a toxicidade ge-
rada pelos compostos avaliados. Uma vez que determi-
nada concentracao € toxica, o numero de células viaveis
diminui e, assim, por consequéncia, diminuem o niimero
de revertentes induzidos. Sugere-se utilizar como maior
concentragdo a ser avaliada, a primeira dose considera-
da toxica, ou seja, aquela que apresenta uma taxa de so-
brevivéncia menor que 70% de colonias em relagdo ao
controle.



Teste Quantitativo de Ames
Semeadura direta (com e sem metabolizacio):

1. Incubam-se linhagens de Salmonella typhimurium,
overnight (12 horas).

. Adiciona-se 500 mL de mix S9 (para os experi-
mentos com S9, ou 0 mesmo volume em tampao
fosfato-sodio 0,2 M, pH 7,4 para os experimentos
sem metabolizacao) + 100 mL da suspensao (2 x
10° cels/mL) e 100 mL do toxicante ou do solvente,
em tubos de ensaio com capacidade apropriada, em
triplicata. S9 mix a 4% e, sob condi¢des estéreis,
formado pela adigdo de: 19,75 mL agua destilada
estéril, 25 mL de tampao fosfato de sodio 0,2 M
pH7.4 estéril, 1 mL de sais de MgCl, 0,4M e KCl,
1,65M, 2 mL de NADP 0,1 mM, 0,25 mL de glico-
se 6-fosfato 1M, 2,1 mL de enzimas microssomais
-S9 mix- reconstituidas com agua destilada estéril.

. Adiciona-se aos tubos 2000 mL de agar de super-
ficie (7g/L de Agar; 5g/L de NaCl) enriquecido
com solugdo de histidina/biotina 0,5mM (123,6
g/L Histidina e 96g/L Biotina) numa propor¢do de
10:1 (agar de superficie: histidina/biotina), pH 7,4,
45°C. Agita-se e semeia-se em agar minimo (15 g
agar, 20 mL meio Vogel-Bonner - 50x concentrado,
10 g de magnésio heptahidratado, 100 g de acido
citrico, 175 g de fosfato de s6dio e amobnio, 500 g
de fosfato de potassio dibasico e 670 mL de agua
destilada-, 50 mL glicose 40%, para 930 mL de
agua).

4. Incuba-se por 72 horas e¢ observa-se revertentes
his+. Calcula-se com base nos revertentes espon-
taneos.

5. Paralelamente, semeiam-se células, em meio rico
(Oxoid ou LB), para verificagdo de efeito citoto-
xico, através de teste de sobrevivéncia. Em meio
rico, a semeadura deve ser feita na concentragao de
aproximadamente 10” cels/mL.

Semeadura pés pré-incubacio (com e sem me-
tabolizac¢ao):

Segue o procedimento anterior, introduzindo no
item (2) um periodo determinado de pré-incubagao, sob
agitacdo orbital de 250 OPM, a 37°C em periodos de 20
minutos, 40 minutos, 60 minutos ¢ 90 minutos.

Avaliacao dos dados:

Um toxicante sera considerado positivo quando
apresentar ANOVA significativa (p<0,05), indice de mu-
tagenicidade (IM) igual ou superior a 2.0 (IM,= ntimero
médio de revertentes na concentragdo X, dividido pelo
nimero médio de revertentes no controle), ndo citoto-
xico (viabilidade acima de 70% em relagao ao controle)
para ao menos uma das linhagens padroes estabelecidas.
Sugere-se ainda a observacdo de efeito dose-resposta
significativamente positiva (p<0,05).



Modelo para organizacio dos dados experimentais

Cepa:

Metaboliza¢ao:

() com ativagao metabdlica exogena.
() sem ativacdo metabodlica.

Concentracao de células/mL:

Incubacio (tempo):

Toxicante:

Concentracoes:

Controle:

Tabela de resultados:

Teste de Ames

C.onc'entragoes 1 2 3 Média Desvi~0
Finais padrao
0

Curva de Sobrevivéncia
C.onc.entrag:(")es 1 2 3 Média Desv1~0
Finais padrio
0

Tabela Final:

Concentracoes | N° Revertentes /placa + Desvio

finais padrio M.

% Sobrevivéncia

0 1

100




