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Qualidade MP #

- Eficacia
Comprovacao de ensaios farmacoldgicos
pré-clinicos e clinicos

- Seguranca

Ensaios gue comprovem auséncia
de efeitos toxicos

- Auséncia de
etais pesados, Agrotoxicos, Produtos de degradacao,
icro-organismos e metabdlitos, etc.

n ensaios toxicologicos — GENOTOXICIDADE
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Unido Europeia (1987)
Japao (1989)

EUA (1993)
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| "Guia para a realizacdo de estudos de |
| toxicidade pré-clinica de fitoterapicos" |

> Toxicidade aguda,
> Toxicidade de doses repetidas (longa duracao),
> Estudo especial - Genotoxicidade
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"Guia para a realiza¢ao de estudos de
toxicidade pré-clinica de fitoterapicos"

> Estudo especial - Genotoxicidade

1 - Genotoxicidade: Avaliacao in vitro da reversao de mutacao
em bactérias incluindo ativacao metabolica ou de dano a
cromossomas de células de mamiferos ou de linfoma de
camundongo.

2 - Avaliacao in vivo do dano em cromossoma em ceélulas
hematopoiéticas de roedores (teste de micronucleo).



Relacao:

Agentes genotoxicos X efeitos nocivos a saude

- incidéncia de canceres

- problemas reprodutivos

Ocupacional: laboratdrios quimicos, clinicos, toxicoldgicos e

industrias em geral

Agentes quimicos: medicamentos, inseticidas, fungicidas,

herbicidas, fertilizantes e outros produtos



DNA

James D. Watson & Francis Crick (1953)

Nao é uma molécula estavel

Para “garantir” integridade

Sistemas de reparo

Sistemas de tolerancia



DNA

LesOes (Humanos)

|

Processos degenerativos
(envelhecimento, cancer)




Definicoes

Genotoxicidade:

O estudo dos efeitos adversos de agentes fisicos e quimicos no
material genético de células (DNA ou cromossomos) e a
subsequente expressao de tais mudancas.

Mutagenicidade:

Mudanca ou dano génico ou inibicao ou dano do mecanismo de
reparo ao DNA resultando em uma célula alterada.



Definicoes

Mutacao:

Processo pelo qual um gene sofre mudanca estrutural

Indica mudanca fenotipica resultante de um gene mutado

O termo mutante € usado para designar um individuo que

expressa a alteracao do genotipo resultante de mutacgao



Definicoes

Mutacao:

E uma mudanca na sequéncia do DNA, que leva a uma alteracao

herdavel da fun¢ao génica

Os agentes que mudam a sequéncia do DNA sao “toxicos” para

O gene e sao, entao, chamados de “genotéxicos”



Genotoxicidade nao € uma medida de carcinogenicidade

Indicador para o cancer

Testes de mutagenicidade medem um evento inicial ou

intermediario da tumorigénese

Alta associacao
Testes de genotoxicidade X Carcinogenicidade

Por isso sao utilizados avaliacao do espectro toxicologico



Vida

DNA
(alteracées

Cerca de

4 horas

Erros durante duplicacao

Todos seres vivos — Mutacao

Evolucao e diversidade das espécies



Agentes mutagénicos

Alteracao da seqiiéncia das bases (DNA)

Acelera ou aumenta — mutacodes

Neoplasias

(cancer)




Testes de genotoxicidade

- Diversas metodologias

- Importante pesquisa para avaliacao da toxicidade celular

- Identificar potencial carcinogénico e a mutagenicidade

- Proteger o material genético humano



Genotoxicidade - Sistema experimental (4 Niveis):

Primeiro nivel: engloba ensaios moleculares e em bactérias
(mutacdao em gene bacteriano)

Segundo: provas in vitro em células de cultivo
(aberracdes cromossoémicas)

Terceiro: compreende analises in vivo
(mutacdo génica em células de mamiferos)

Quarto: corresponde a estudos em populacdes expostas



Genotoxicidade - Sistema experimental (4 Niveis):

Outras técnicas:
- coeficiente DNA/proteina
- atividade das enzimas mitocondriais
- proliferacao celular
- indices mitodticos
- identificacao de danos
- quebras e reparos no DNA
- aberracdes cromossdmicas
- nao disjuncoes

- a deteccao de apoptose e necrose



Sistema de avaliacao de novos agentes quimicos:

Testes de Genotoxicidade'!

Sistema apropriado e protocolo:

Em construcao

Testes

- Micro-organismos

- Eletroforese para célula tinica em gel (SCGE)
“Teste do Cometa”

- Micronucleo



Mutagenicidade

Teste de Ames

Bruce Ames, 1970

Cepas (estirpes) Salmonella typhimurium

Mede a inducao de mutacdes reversas em cepas auxotroficas
(His-) para o aminoacido histidina que revertem as mesmas a

prototrofia (His+) (selvagem).



Teste de Ames

Resultados de um teste sobre as bactérias tém algum significado

na deteccao de agentes toxicos para os humanos?

1. A natureza geneética e quimica do DNA ¢ idéntica em todos os

organismos

2. Ames e Colaboradores desenvolveram uma forma de simular o

metabolismo humano no sistema bacteriano.



Teste de Ames

Mamiferos — maior parte do processamento de produtos
quimicos ocorre no figado (onde sao decompostos)

Em alguns casos, a acao de enzimas do figado pode criar um
composto toxico ou mutagénico de uma substancia que nao era
originalmente perigosa.

Ames incorporou enzimas do figado de mamifero (rato) em seu
sistema de teste de bactérias.



Teste de Ames

Realizado em presenca e auséncia de sistema de metabolizacao

exdgeno (mistura S9)

Permite monitorar:
- acao direta sobre o material genético
- atividade positiva ou negativa metabolitos biotransformacgao

Semelhante o que ocorreria nos figados de mamiferos.



Culturas auxotroficas (exigéncia nutricional)

Strain Amino acid Typeof DNAtarget Cellwall DNA-repair Plasmid
Mutation  mutation mutation

His G46  Base-pair X rfa
substitution
His G46  Base-pair : rfa pEAM101
substitution
His C3076 Frame-shift : rfa

His D3052 Frame-shift : 1rfa

His D3052 Frame-shift C rfa pEMI101

His D6610 Frame-shift C rfa pEMI101

TA102 His G428  Base-pair : rfa pEA101
substitution pAQ1L




Teste de Ames

Fundamenta-se na restauracao ou compensacao de um defeito
genético especifico que causa exigéncia a um determinado

nutriente.

A frequéncia de mutacao reversa é facilmente medida pela
contagem do numero de colOnias que crescem em meio
minimo apoOs exposicao de uma populacao a um agente

mutagénico.



Teste de Ames - Procedimento
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Teste de Ames - Procedimento
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Teste de Ames - indice de Mutagenicidade




Teste de Ames - indice de Mutagenicidade

N. revertentes induzidos

n. revertentes espontaneos

IM = 1,0 (indica ndao houve inducdo de revertentes)

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

IM > 2,0 (substancia considerada mutagénica)

Fonte: Invitox, 2004; Borgo, Rosa, Vargas, 2004; Jayaprakasha, Negi, Jena, 2006



Mutagenicidade

Teste alternativo: Sacchamomyces cerevisiae

Levedura (fungo unicelular) - Eucorioto
Ferramenta importante em pesquisas

- mutagenicidade

-reparo de DNA

- mecanismos estresse oxidativo

Complementam os ensaios realizados em bacterias



Teste de mutagenicidade em Saccharomyces cerevisiae
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Dano genético

Ensaio Cometa (Single Cell Gel Electrophoresis - SCGE)

Rydberg & Johanson:

Quantificacao danos DNA em células em agarose

- nao detecta mutacoes
- detecta lesbes genOmicas — mutacao
- Lesbes genOmicas sao passivel de correcao .'.

estudo de reparo do DNA



Ensaio Cometa (Single Cell Gel Electrophoresis - SCGE)

Rydberg & Johanson:

Quantificacao danos DNA em células em agarose

Danos DNA sao célula e tecido-especificos .'.
Permite deteccao danos e reparo em uma unica célula

Relevante para avaliacao de compostos genotoxicos.



Cometa - Vias de reparo DNA

-reversao da lesao
- reparo por excisao
- reparo recombinacional

- tolerancia a lesOes

- Atuam em conjunto — garantir a manutencao geneética |
| (sobrevivéncia dos organismos)



Ensaio Cometa (Single Cell Gel Electrophoresis - SCGE)

Procedimento

1- Células embebidas em gel de agarose (Iaminas)
2- Lisar sob condicdes alcalinas (ou neutras)

3- Eletroforese

4- Segmentos DNA livres migram — fora do nucleo
5- Observacao microscopica

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




B 25 um

Teste cometa com varios graus de dano ao DNA:
A - célula sem dano
B - célula com leves danos
C - célula danificada ou classico cometa
D - célula altamente danificada

Fonte: Lebailly et al. Occup Environ Med, 60: 910-917, 2003.



Ensaio Cometa (Single Cell Gel Electrophoresis - SCGE)

Tipo de dano detectado

Versao Dano detectado

Alcalina | Quebras de fita simples, sitios alcali-labeis, sitios incompletos

(pH>13) T . e 3
de reparo, sitios nao basicos, quebras de fita dupla e ligacoes

cruzadas.

Alcalina | Quebras de fita simples, sitios incompletos de reparo, quebras de
(2,1-12,5) |fita dupla e ligacGes cruzadas.

Neutra Quebras de fita dupla e ligacdes cruzadas.
(PH 7,5-9,0)

Fonte: Junqueira, A.P.F., 2006



Ensaio Cometa (Single Cell Gel Electrophoresis - SCGE)

CondicOes de ensaio

Versdo Observacdes
Alcalina 1 h de lise; 20-60 min. relaxamento; 10-40 min. eletroforese; 5 min.
(pH>13) neutralizacao.
Tampado eletroforese:
1-2mM Na2EDTA, 300mM NaOH, pH= 135.
Condicdes de eletroforese: 300 mA, 0,5-1,0 V/cm temp. constante
(<100).
Alcalina 1 h de lise; 20-60 min. relaxamento; 10-40 min. eletroforese; 5 min.
(2,112,5) |[neutralizacao.
Tampdo eletroforese: 1 -2mM Na2EDTA, 300mM NaOH, ajustados
para o pH 12,1-1 2,5 com HCI.
Condicdes eletroforese: 250 mA, 0,5-1,0 V/fcm a temp. constante
(<100).
Neutra 24 h de lise, 20 min. descanso; 12 h eletroforese; 5 min.
(pH 7,5-9,0) |neutralizacado.
Tampado eletroforese: 300 mM acetato de sdcio, 100 mM Tris pH 9
com ac. acetico glacial.
Condicoes eletroforese: 50-60 mA, 0,4-0,6 V/am temp. constante
(<100).

Fonte: Junqueira, A.P.F., 2006




Teste do Micronucleo

Ensaio in vivo — para a deteccao de agentes
- clastogénicos

(quebram cromossomos);
- aneugeénicos

(induzem aneuploidia ou segregacdo cromossOmica anormal)

Teste desenvolvido em eritrdocitos de medula dssea

(camundongos, ratos)



Teste do Micronucleo

Procedimento

1- Camundongos jovens machos (4-5 semanas)
Grupos 10
Controle positivo: ciclofosfamida 50 mg/kg
Controle negativo
Teste
Dieta, Temp. Umidade, Ciclo de luz

2- Administracdao substancia (12 - 30 h)
3- Sacrificio (medula éssea fémur, lava, centrifuga 1000 rpm / 5 min.)

4- Sedimento (duas laminas, seca ambiente)



Teste do Micronucleo

Procedimento

5- Coloracao Leishmann
6- Microscopia de fluorecéncia
7- Contagem dos eritroblastos policromaticos com micronucleo

em relacdo ao total (minimo 1000 EP/lamina)

Pode ser corado com Giemsa ou fluoresceina



Teste Micronucleo




Teste de carcinogenicidade

in vivo — Empregando roedores

in vitro — Transformacdo celular BALB/C3T3 (OEDQ)*



	Slide 1
	Slide 2
	Slide 3
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23
	Slide 24
	Slide 25
	Slide 26
	Slide 27
	Slide 28
	Slide 29
	Slide 30
	Slide 31
	Slide 32
	Slide 33
	Slide 34
	Slide 35
	Slide 36
	Slide 37
	Slide 38
	Slide 39
	Slide 40
	Slide 41
	Slide 42
	Slide 43
	Slide 44
	Slide 45

