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FROG EMBRYO
TERATOGENESIS
ASSAY-XENOPUS
(FETAX]

DEFINICIO

Test complementari in vitro per a
'avaluacio del potencial teratogen
d'un agent, mitjancant l'estudi del
desenvolupament d’embrions de
Xenopus laevis.

END-POINT

Calcul de l'index de teratogénia (TI:
LC50/EC50), valoracid de la inhibicio
del creixement, malformacions i letalitat
dels embrions de Xenopus laevis.

MOSTRA
Embrions de Xenopus laevis.
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INTRODUCCIO

Els amfibis presenten diverses caracteristiques que expliquen la
seva persisténcia, al llarg dels anys, com a model preferent en
l'estudi del desenvolupament embrionari dels vertebrats i com
a model experimental en estudis de reprotoxicitat:

* Un desenvolupament embrionari representatiu de tot el
subphyllum Vertebrats.

* Embrions de la mida adient per a una agil manipulacid
experimental i apropiadament sensibles a les alteracions
de l'entorn.

e Facil induccié de l'ovulacio i l'aparellament en qualsevol época
de l'any, mitjancant tractament amb l'hormona gonadotropina
corionica humana.

» El gripau Xenopus laevis és especialment apte pel seu
manteniment en captivitat.

El Frog Embryo Teratogenesis Assay-Xenopus [FETAX) és considerat
un test in vitro complementari en estudis de teratogénia, ja que
permet la deteccié o caracteritzacié dels efectes toxics sobre el
procés reproductiu.

Es rapid, economic, extrapolable a altres espécies (mamifers
inclosos) i el seu protocol ha estat revisat i estandaritzat per la
ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the Validation
of Alternative Methods)i normalitzat per 'ASTM (American Society
fot Testing and Materials).

TECNICA

En aquest assaig s'utilitzen Xenopus laevis mascles d'un minim
de 2 anys i femelles d'un minim de 3 anys, per a la cria en parelles
monogames, induint 'aparellament mitjancant la injeccié de
gonodotropina corionica humana.

Es seleccionen Gnicament els embrions normals en els estadis
compresos entre el 8i 1'11 del desenvolupament embrionari.

El test consisteix en sotmetre els embrions (provinents de parelles
diferents) a diverses concentracions de 'agent a testar, amb i
sense sistema d'activacié metabolica. Transcorregudes 96 hores
(o quan el 90% dels embrions del grup control hagin arribat a
l'estadi 46), es calcula la LCy; (concentracio letal cinquanta) i la
ECs (concentracié efectiva cinquanta), per tal de calcular l'index
de Teratogénia (TI: LCso/ECs). Per al cas de les matrius
mediambientals, al nostre laboratori hem desenvolupat un metode
de calcul alternatiu, adaptat a les caracteristiques d'aquest tipus
de mostres.

La inhibici6 del creixement es determina mitjancant la longitud
cap/cua de cada embrié, comparant amb el grup control.

Les malformacions poden ser tant externes com internes i fan
referéncia principalment a: cara, cua, ulls, branquies, intesti, cor,
cervellinotocorda. Totes les anomalies dels fetus sén observades
per mitja d'un microscopi estereoscopic.
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Altres observacions (referents a la pigmentacid, locomocid, eclosid
dels ous o altres) poden servir per ampliar la informacid.

Es important mesurar la toxicitat durant el desenvolupament
embrionari, ja que la mortalitat, malformacié i inhibicié del
creixement dels embrions poden produir-se a vegades a
concentracions molt més baixes del que seria necessari en
organismes adults.

APLICACIONS

* Prova complementaria en estudis de reprotoxicitat per a la fase
de screening de farmacs. La introduccid d'aquest test en les
rutines de screening comporta una disminucid en el nombre de
mamifers emprats en la toxicologia experimental.

* Especialment idoni per a estudis de toxicitat ambiental, en
l'entorn REACH o en d'altres escenaris, com ara l'avaluacio
de l'impacte toxic de focus concrets de pol-lucié.
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