Metodos de investigacao em genotoxicidade
em ensaios pre-clinicos de novos
fltomedlcamentos

K TR R
\,) =
N _.-_fﬂ-::'f:\’_-‘\ . |
_-..\9 (:. ‘\.Cj '\'_") \\? :
< 5 | N
™, )

Antonio Luiz Gomes Junior

O@O

Clenaas Farmaceutlcas




Genotoxicidade

 Definicdo: é o0 setor da genética que estuda o0s
processos que alteram a base genética da vida (DNA),
processo este classificado de mutagénese,

« A genotoxicidade é uma especialidade relativamente
recente, e se situa na interface entre toxicologia e
genética, por isso denominada, frequentemente, de
genética toxicologica;

(DA SILVA; ERDTMANN; HENRIQUES, 2003)




FATORES ENDOGENOS

Sexo
Idade
Constituicao genética

FATORES EXOGENOS
Habitos de consumo
Alimentacao
Medicamentos
Fatores quimicos
Fatores fisicos
Fatores biologicos

MUTACOES

Sao alteracdes irreversiveis que podem ocorrer tanto ao nivel génico

guanto cromossomico (Machado-Santelli, 2003)
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MUTACAO

Alteracao no DNA, o qual regula todos os fenomenos da
vida;

Espontanea X Induzida

Agentes: Sintético X Natural
Finalidade: prejudicial ou benéfica?
Efeitos: -variabilidade genética

- disfuncao/morte celular
- cancer



Teste Allium
cepa:
biomarcador de
toxicidade,
citotoxicidade e
mutagenicidade



http://www.icb.ufmg.br/~lbcd/grupoc/stryer1.html

TESTE Allium cepa

« Apesar de ser um ensaio
muito usado desde o0s
anos 30, somente em
1985 um protocolo foi
estabelecido (Fiskesjo,
1985).

e Segundo este protocolo,
o0 teste de Allium pode
ser feito da forma
original ou da forma
modificada.




Coloca-se o produto a ser testado no recepiente
Recomenda-se 10 bulbos por solucio

' Das pontas das raizes, onde ha células em divisio, apos
fixadas, preparam se as liminas por esmagamento,
cora-se e analisa-se a0 microscopio

Podem ser observadas:
cem cglchicina que
sem preé-tratamento destroi o fuso
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anomalias na divisio microntcleos aberragées




TESTE Allium cepa — VANTAGENS

-Sensivel;
- Alto percentual de células em divisao;
- Cromossomos uniformizados;
- Boas correlacbes com outros sistemas e testes com
mamiferos e humanos;
- Indicador de toxicidade;
- Investigacoes para poluentes ambientais;
- Toxicidade de compostos quimicos;
- Avaliacao de propriedades anticancer,
- Avaliacao de extratos vegetais para toxicidade,
citotoxicidade e mutagenicidade;
(SETH et al., 2010)



RAIZ DE CEBOLA / CORANTE SECCAO DA EXTREMIDADE DA RAIZ
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Rocha, Resangeda Haton.
R&72¢c cmmmm/wmmnewm
Alvarenga Rodrigues. - Goiania, 2009
2314

Bibliografia.
Apéndices.

1. Citogenética 2. Micrescopio Optico L Rodrigues.
Watter Alvarenga It Titulo,

CDU: 575:681.72




Principio do Teste de micronucleo
em Allium cepa

« Os micronucleos sao definidos como pequenas massas
esfericas, extranucleares, constituidas de cromatina nao
Incorporada ao nucleo principal da ceélula durante as
etapas finais da mitose (Fenech, 2000);
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« O principio do teste de micronucleo se baseia na
exposicao de tipos celulares em divisao, como as
células radiculares de A. cepa, a um agente de
Interesse, e a quantificacdo da freqliéncia de
micronucleos apos exposicao.
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Avaliacao da Citotoxicidade




Avaliacao da Mutagenicidade: MN




Avalilacao da Mutagenicidade: AC

Atrasos Pontes
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ALTERACOES
CROMOSSOMICAS EM
Alllum cepa



Fig. 1. Different types of aberration induced by food preservatives in Allium cepa mot tps: (a) C-mitosis (after treatment with 8B, BA, CA, PCand

SC); (h) anaphase bridge (BA, CA, PC and 5C); (c) micronucleus at interpase (BA and SC); (d) lagging chromosome at anaphase (BA, CA, PC and
8C); (e) sticky metaphase (SB, BA, CA and PC); () chromosome break at anaphase (BA); (g) unequal distribution (SB).
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Fig. |. Different types of aberrations induced by the food additives in Allium cepa root-tips. (a) C-mitosis (treated with SP, CP and PP). (b) Anaphase
bridge (treated with SP, CP and PP). (¢) Micronucleus at interphase (treated with SP, CP, and PP). (d) Binucleated cells (treated with SP, CP and PP). (e)
Sticky metaphase (treated with SP, CP and PP). (f) Laggard (treated with SP, CP and PP). (g) Break (treated with SP and PP).



Figura: Raizes de A. cepa crescidas em
amostras de agua do rio Parnaiba do
ponto 2 (verdo). (A) e (B) células com
microndcleo; (C) célula com ponte e
fragmento na anafase; (D) e (E) células
com atraso na anafase; (F) célula com
fragmento em anafase (CRONEMBERG
et. al., 2008)



Ficha de avaliacao do

Teste Alllum cepa

Fases da Mitose

Aberracdes cromossomicas

N de células

em divisao Cromossomos
Foto [Intérfase | Profase | Metafase| Anafase | Telofase Atrasos Pontes | Fragmentos soltos MN
1 23 10 2 2 0 14 1 1 0 0 0
2 34 13 3 0 1 17 0 0 0 0 1
° 20



Teste Cometa:
biomarcador de
genotocixidade



http://www.icb.ufmg.br/~lbcd/grupoc/stryer1.html

Principio do Teste Cometa

« O teste cometa € um meétodo sensitivo para 0s estudos
de danos ao DNA em células individualizadas (SINGH et
al., 1988; SARAN et al., 2008).

* As células s&do embebidas em agarose e colocadas em
laminas, onde s&o Ilisadas com detergentes e
submetidas a eletroforese, onde é possivel avaliar os
danos ao DNA pela sua migracao em forma de cauda,
gque sao observadas ao microscopico, indicando a
freqléncia de quebras e danos de bases. (Dusinska e
Collins, 2008).
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Solucoes utilizadas no
Teste cometa

« Agarose pre-corbetura (1,5%);

 Agarose Low Mekting (LMP) (0,75%);
 Solucao de Lise ~ estoque;

« Tampao de eletroforese;

« Tampéao de neutralizacao;

« Solucao de fixacao;

« Solucoes de coloracao com nitrato de prata;
« Solucao de parada;
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Protocolo do Teste
Cometa
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Figura 1. Classificagao do Dano ac DNA dos individuos analisados.
Quanto maior o nivel de danc maior o niumero a ele atribuido. Classe
0 representa células sem dano e classe 4 o mais alto dano.
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Teste Cometa

 |ndice de dano:

o Tipo de dano x n° de células com o dano

e EX.:
100 células avaliadas:

O O O O

Dano 0 = 20
Dano 1 =35
Dano 2 =15
Dano 3 = 23
Dano4 =7

0x20=0
1x35=35
2x15=30
3x23=69
4x7 =28

162
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Teste Cometa

* Freguéncia de danos:

N° de células com dano 0 — 100 (total de células avaliadas);

O

EX.:
100 células avaliadas:

O O O O

Dano 0 = 20
Dano 1 =35
Dano 2 =15
Dano 3 = 23
Dano4 =7

100 - 20 = 80
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Tecidos que podem seu
usados pata o TC

e Células do Sangue;
 Células da Medula Ossea;
» Células da Mucosa Bucal;
e Células do Figado;
 Células do Rim;

* Células do Cérebro;

* Células do Pulméao;

« Espermatozoides;

e28



Ex. Teste Cometa

Tabela 01: Freguéncia e indice de dano para os grupos testados guanto a gengtoxicidade do dleo de soja.

Grupos Freguéncia de dano # indice de dano
| 0.horas 24 horas 72 horas 0.horas 24 horas 72 horas

51 61,6+ 21 25" |63, 4+ 7 27 ™= 45,2+815 "= 130,868 £ 25,6 == 117,0+ 8,75 == 103,2 £ 43 92
2142 + 37 36 == =

G2 760+ 1412 |70 4+ 974 "2 |43 2+ 12 01 ™= == b 1276+ 24 3 == ™= 690+ 25,89 ==
246 4 + 26,6 T2 = (142 61 43 40 ©=, 66.6+ 15,60 ==d. =

3 866 4+ 207 ™= |T736+844 "= 400+ 14 53 ==, ==, *f |b e f

CP 650+ 082 == |77 6+ 17 80 "= 53,6+ 12 85" 1742 + 50 542 172,2 £ 50 35 == 76,4+ 22 35

CH 17.6+ 10,38 1762428 176+ 428 21,2+ 14,31 286+ 11,04 286+ 11.04

Média e desvio padrdo para frequéncia e indice de dano em 0, 24 e 72 horas ap0os a Ultima administragcdo do oleo, utilizando
ANOVA, teste de Dunnett's com significancia * (P<0,05), = (P<0,01) e ** (P=0,001). Onde "a" comparado com o controle negativo,
"o"em relacdo a G1 (0 hora), "c" em relacdo ao G2 (0 hora), "d" em relacdo com G3 (0 hora), "e" em relacdo a G2 (24 horas) e "f"
em relacdo ao G3 (24 horas).
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Teste de
Micronucleo:
biomarcador de
mutagenicidade



http://www.icb.ufmg.br/~lbcd/grupoc/stryer1.html

Teste de Micronucleo

Os microndcleos sao fragmentos de DNA que sao
reportados como de alto risco para o aparecimento do
cancer, em resposta a agentes genotoxicos e
carcindgenos

O teste de micronucleos € um teste citogenético que
pode ser usado como biomarcador para avaliacdo de
efeitos aneugénicos e clastogénicos e tem sido bastante
usado para avaliar danos citogenéticos em varias
populacdoes do mundo (PASTOR et al., 2003).
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Teste de Micronucleo

« Celulas do sangue periferico;

e Células da Mucosa Bucal;

« Células da Medula 6sseq; Avaliacao da citotoxicidade
e Células do Rim;

» Células do Figado;

Avaliacao de 2.000 celulas

« Teste de MN com bloqueio da citocinese (CBMN);
o Apoptose;
o Pontes;
o Amplificacao génica;
Avaliacao de 1.000 células
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MN em células da mucosa
bucal
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