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Ensaios citogenéticos

Sibele Borsuk

sibele@ufpel.tche.br

Gendmica I

Ensaios citogenéticos

Genética Toxicoldgica

« Avalia a genotoxicidade de produtos quimicos
especificos ou agentes fisicos quanto ao danos
do DNA.

3,

Gendmica I

Genética Toxicoldgica

Aplicacdes:

Humana

eAvaliar o potencial genotdxico e mutagénico de
novas drogas

* Monitoramento humano do risco de mutagénese
ocupacional e/ou ambiental.

eSeguranga alimentar

Ambiental

*Biomonitoramento

*Poluigdo hidrica

*Polui¢do atmosférica

*Controle de efluentes industriais

Gendmical

Ensaio Cometa

|
|
|

Fungos (Teste de Levedura), plantas (Teste com Allium cepa), insetos (Teste com
Drosophila melanogaster).

Gendmical

Teste de Micronicleo

. Consiste na investigagdo de células previamente
expostas a agentes quimicos, com a finalidade de
detectar possiveis alteragdes cromossémicas.

. Baseia-se num aumento da freqiiéncia de
eritrocitos policrométicos com microndcleos, utilizando-
se para isso, preferencialmente, células de mamiferos
(medula o6ssea ou sangue periférico) de animais
devidamente tratados.

. Teste in vivo

Gendmical

Anéfase anormal

Anéfase normal
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Gendmical

Teste de Microniicleo- Metodologia

Procedimento:

1- Camundongos jovens (4-5 semanas)

Grupos 10

Controle positivo: ciclofosfamida 50 mg/kg
Controle negativo

Teste

2- Administragdo da droga (12 -30h)

3- Sacrificio (medula dssea fémur, lava, centrifuga)
4- Sedimento (duas laminas, seca ambiente)

5- Coloragdo Leishmann (Giemsa ou fluoresceina)
6- Microscopia de fluorecéncia

7- Contagem dos eritroblastos policromaticos com microntcleo
em relagdo ao total (minimo 1000 EP/Idmina).

Gendmical

Teste de ucleo- Metodolo

micromueleus

Micronucleus Assal
lilustration produced in the laboratory of
Dr Al Rowland, Massey University

Gendmical

ucleo- Metodologia

Testede M

Binucleadas em células " A 4
da mucosa oral Microntcleos em células

da mucosa oral
Micronticleo em células
binucleadas do sangue
periférico

Gendmical

Ensaio Cometa

Ensaio Cometa (Single Cell Gel Electrophoresis - SCGE)

*Rydberg & Johanson, 1978

*Rapido e sensivel

*Quantificagdo danos DNA em células em
agarose

- ndo detecta mutagoes

- detecta lesGes gendmicas

Gendmical

Procedimento:

1- Células embebidas em gel de agarose low melting
0,5% (laminas)

2- Lisar sob condigdes alcalinas (ou neutras)

3- Eletroforese

4- Segmentos DNA livres migram fora do nucleo

5- Observagdo microscoépica

6- Classificagdo das células em classes (0-4)

Gendmical

POLLUTION FRAGMENTS DNA

ELECTROPHORESIS

MO DAMAGE

MODERATE
DAMAGE

NUCLEUS WITHIN
IMMOBILIZED CELL SEVER
DAMAGE
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Gendmical

Ensaio Cometa

Gendmical

Ensaio Cometa

Figura 1, Tabela para classificagio das imagens das “células cometa” observadas (Adaptado de Villela et al., 2006).
Imagem Observada Cauda/Cabega Classes de Danos
sem cauda 0
<1 1
1-2 2
22 3
sem cabega 4

Gendmical Gendmical
e Descrito por Bruce Ames e seu grupo da Universidade da
Califérnia, Berkeley, na década de 70. Strain  Aminoacid Typeof DNA target
Mutation  mutation
«E um ensaio biolégico para avaliar o potencial mutagénico de
compostos quimicos. TA1535 His G46 Basev—pa.ir GC
substitution
TA100  HisG46  Base-pair GC
« E utilizado pelo FDA para testes quimicos rapidos e baratos. substitution
TA1537 His C3076 Frame-shift GC
« Utiliza cepas da bactéria Salmonella typhimurium que TAIS38  His D3052 Frame-shift ~ GC
carregam mutagdes em genes envolvidos na sintese de histidina ou TA98  HisD3052 Frameshift  GC
seja, sdo mutantes auxotroéficos e sensiveis a agentes mutagénicos.
TA97  HisD6610 Frame-shift — GC
*Ndo é um modelo perfeito para os seres humanos por ser TA102  HisG428  Base-pair AT
procarioto. substitution
Gendmical Gendmical

Teste de Ames

possible
mutagen a high number of
revertants (his- to his+)
l suggests the mutagen

rat liver causes mutations
extract plate incubate
— — —
/
media with
minimal histidine
plate incubate
Salmonelia strain . — -

(requires histidine)

control plate
(natural revertants)

Controles
positivos e negativos
(solvente/veiculo).

Teste de Ames
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to appear on the medium

Using the Ames test

e

B
() Aoy smeced
] chemical mutagen is added to the well

Diffusing
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@ ells undego amutation
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A bistidine- requiing strain his) of
Sslmansla is inoculated to he surace of a
plaie of medium lacking histidine. Namnaly,
the backera aill not grow in the medium
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Gendmical

Teste de Ames

Gendmical

Teste de Ames- Indice de mutagenicidade

n. revertentes induzidos

n. revertentes esponténeos

IM = 1,0 (indica ndo houve indugdo de revertentes)

IM entre <0,6 e 0,7 (pode ser indicativo de toxicidade)
IM > 1,0 (pode indicar indugdo de revertentes)

IM 2 2,0 (substancia considerada mutagénica)

Gendmical

Teste em Levedura

Gendmical

Teste em Levedura

sLevedura (fungo unicelular) — Eucarioto

*Ferramenta importante em pesquisas
- mutagenicidade

- reparo de DNA

- mecanismos estresse oxidativo

e =

24 horas - 30°C

ﬁ ‘ Tratamentos - 1 x10'cel/mL

- Varias doses dos compostos
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multigeng”

Avaliacdo Quantitativa do
Risco Mutacional
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Sequndo a OMS, estina-se, que a mairia das mortes ue ocanem no munda estejam relaconadas 3
Goengas degenerativas créricas no transmissiveis como cancer, diabetes e doensas cardovascuares. O
ko indce destas doengas pode ser reflexo de vérios Fatores como o aumento da expectativa de vida

o Vito que, o progresso & 0 desenvolvinento industral trouxeram, como consequéncia nevkivel, 3
-armacogenstica exposicio do ser humano & um nimero crescente e variével de compostos, que se por um lado tornam a A

e Tt \ida ot conforve) or curolado, podem constur U orends rco potendl & poplases (Rabelo-
o Gay, 1991). Do  crscente exposco  pesides, adkivos almentaes, cosmetios, prodkos de usa il g el

o & outros produkos Quiticos qUe 3 cUta prazo, ou Sejs, NUM3 Mesa gerag3o podem contrbu 3
etiologi das supractadas doengas e a longo prazo, afetando s céllas germinstivas, podem prejudicar 35

geraghes futuras (Rabelo-Gay, 1991)

[ . Potanto a identiicagio de substincias potenciaimente genotGicas, mukagéricas e carcinogéricas, bem
oo & avaliasio uantitativa 4o isco mutacional para 0 ser humano, visands o estabelecimento de riveis

aceitaveis de exposicdo e 3 adogso de medidas preventivas para protecdo do nosso materal gendtico,

tomouse de vial importinci e tais procedimentos tomarai-ss viavels gragas 3 viias metodologias

Deteccio de efsitos associadas a écricas de biologia molecula.

sgénicos pelo Teste do Existem no mercado poucos laboratérios que prestam servigos de andlse genotéica, mutagénica &
Jém 6

Deteccio de danos no DNA

——

N6s tomos 1 vikante onlie

- Incubadora Empresarial
. Centro de Biotecnologia - UFRGS

Alncubadora Empresas  Localizagio Contato
Quaueé?
mo participar

Selegdo de empreendimentos
Senicos
Infra-estrutura
Préincubagio
cubagae
Links relacionados

Mudart ETY

Oferece analises toxlcoldgicas, genotoicidate, Ames micronicleos, Aberrages
cromossomicas, avallagao de riscos ambientals, desenvoimento ¢ registio de
novas moléculas,

Bioplus

GenotoxRoval
L
NODDtech

NeuroAssav

Acesse o site: ity j\wwinstiutoroval ore bt




