TEST
MICRONUCLIS
(MNT) - In vitro

DEFINICIO

Test de genotoxicitat in vitro per
'avaluacié de l'activitat clastogénica
i aneugeénica d'un agent per mitja

de la formacié de micronuclis (MN])
durant la divisid cel-lular.

END-POINT
Observacio de la formacio de MN durant
'anafase, en presencia de citocalasina-B.

MOSTRA
Cultiu primari o linia cel-lular.
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INTRODUCCIO

El Test de Micronuclis (MNT) és un test de mutagenicitat utilitzat
per a la deteccid del dany citogenétic induit per un agent als
cromosomes o a l'aparell mitotic durant la divisié cel-lular.

La finalitat del test és identificar els agents amb activitat tant
clastogenica com aneugénica per mitja de la deteccid de la
formacié de micronuclis (MN).

Els micronuclis son fragments de DNA que de manera natural
es poden observar esporadicament (en proporcié inferior al 3 per
mil) en els eritrocits després de l'extrusié del nucli, degut a una
lesid en el DNA o en el mecanisme de segregacié cromosomica
durant la mitosi.

Aguests poden ser fragments acéntrics (fragments de cromosoma
sense centromer) o cromosomes sencers incapacos de migrar
amb la resta de cromosomes durant l'anafase de la divisid cel-lular.

TECNICA

MNT In vitro
L'assaig implica el blogueig de la citoquinesis a la primera ronda de
la divisio cel-lular gracies a l'addicio de l'inhibidor citocalasina-B.

La mostra és exposada a la substancia a testar amb i sense una
font exdgena d'activacié metabolica (fraccié S9). Es bloqueja la
separacio entre les cél-lules filles amb citocalasina B (de manera
que s'obtenen cél-lules binucleades) i es permet créixer el cultiu
durant un periode suficient perque es produeixi el dany
i la conseqiient aparici6 de MN en la Interfase cel:-lular.
Es important verificar la proliferacié cel-lular tant en les cél-lules
tractades com en les control, aixi com realitzar una avaluacié
previa de la citotoxicitat en les cel-lules tractades.

S'analitzen al microscopi optic només les cél-lules interfasiques
binucleades que hagin completat la divisid cel-lular després de
'exposicio a l'agent a testar i es duu a terme un comptatge de la
quantitat de MN.

Els resultats positius indiquen que l'agent produeix MN, que son
el resultant de fragmentacié dels cromosomes o de dany a 'aparell
de divisid cel-lular. Els resultats negatius indiquen que, sota les
condicions del test, l'agent testat no resulta clastogénic ni toxic
per a l'aparell mitotic.

En el test in vitro poden ser utilitzades tant linies cel-lulars com
cultius primaris de limfocits humans.

Cal recalcar que aquest test no substitueix en tots els casos al
test in vivo descrit a la Guidline OECD 474 "Test de micronuclis
d'eritrocits de mamifer”, siné que s'ha d'entendre com una técnica
de screening.

L'assaig de MN in vitro ofereix una série d'avantatges front
al metode "Analisis d'aberracions cromosomiques durant la
metafase” (métode descrit en les Guidelines OECD 473 i 475):



* Els MN en cél-lules interfasiques es poden avaluar d'una forma
més objectiva que no pas les aberracions cromosomiques en
cel-lules metafasiques.

* Més senzill i practic, ja que no requereix del comptatge de
cromosomes en una preparacié metafasica, tan sols cal
determinar si la cél-lula conté o no un MN. Per tant, es poden
observar més preparacions en menys temps (milers en comptes
de centenars de cél-lules per tractament).

» Capacitat de deteccié d'agents inductors d'aneuploidies,
ja que els MN poden contenir cromosomes sencers.

APLICACIONS

Test de Genotoxicitat in vitro, el qual pot ser aplicat en diferents
ambits:

e Avaluaci6 del potencial genotoxic de candidats a medicaments.

 Avaluaci6 del potencial genotoxic d'altres productes quimics
(REACH).

* Avaluacié de la capacitat protectora (antigenotoxica).
 Ecotoxicologia.
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