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MICROMASS
TEST (MM)

DEFINICIO

Test in vitroper a l'avaluacid del potencial
teratogen d'un agent, basat en la
diferenciacio de condrocits embrionaris
de rosegadors.

END-POINT
Avaluacio simultania de la citotoxicitat i
de lainhibicid de la diferenciacio cel-lular.

MOSTRA
Cultius cel-lulars primaris dels esbossos
de les extremitats d'embrions de rata.
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INTRODUCCIO

El Micromass test (MM) esta basat en el cultiu cel-lular primari
dels eshossos de les extremitats anteriors (LB) d'embrions de rata.
Degut a l'Us de cultius cel-lulars, el MM té varies avantatges front
als estudis de teratogenia in vivoi front a les altres técniques
alternatives de embriotoxicitat aprovades a nivell cientific per
ECVAM, ja que és tecnicament més simple i requereix de menys
temps i de menys animals (dos o tres animals proporcionen les
cel-lules suficients per preparar les repliques de cultius, per tant
és més economic que el cultiu d'embrions sencers de mamifer
o el de cél-lules aillades d'organs embrionaris).

El cultiu d’embrions sencers de rosegadors té l'avantatge de
permetre estudiar l'espectre dels processos normals de
desenvolupament en l'organisme sencer, pero la desavantatge
(com els cultius de cél-lules aillades d'drgans embrionaris) de
ser més dificils de preparar i mantenir que els cultius cel-lulars.
A més a més, la valoracid dels end-points és més subjectiva.

D'altra banda, també s'han proposat i implementat altres assaigs
de teratogenia basats en l'Us de diverses linies cel-lulars, els
quals, com el MM test, no precisen d‘un subministrament constant
de teixit embrionari de femelles gestants, pero tenen el
desavantatge de ser significativament menys realistes que els
cultius primaris.

En resum, el MM test ofereix la simplicitat i l'economia de l's de
cultius cel-lulars, pero al mateix temps permet l'observacié dels
efectes en els processos de creixement normal i en la diferenciacid
d'uns elements organics, les extremitats, especialment rellevants
per que son una diana preferent de molts teratogens.

TECNICA

El dia 13 de gestacid, s'obtenen els embrions i es seleccionen
aquells amb la mida adient per a la disseccid. A continuacio,
s'extreuen els esbossos de les extremitats anteriors (LB) de cada
embrio, es disgreguen els fragments de teixits fins a l'obtencid
de cel-lules individuals,es cultiven en placa i s'exposen a l'agent
a testar,amb i sense activador metabolic (fraccid S9).

Passat el temps estipulat, es realitzen dues valoracions:

« Valoracio Citotoxica
Calcul de la mitjana de l'absorbancia i de la desviacid estandar
per a cada dosi, i del valor ICy, de citotoxicitat (concentracié
del compost que redueix la proliferacié cel-lular al 50%]).

*Valoracié de la diferenciacid dels cultius d'extremitats
Les cél-lules diferenciades del mesenquima de les extremitats
secreten proteoglicans sulfatats que es tenyeixen amb blau
d'Alcian, la qual cosa permet quantificar a ma o amb un
analitzador d'imatge els focus de condrocits tenyits.
Calcul de la IDs; [concentracié de compost que redueix el nombre
de focus al 50% del valor del control).
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L'objectiu del MM test és avaluar el potencial teratogen del
compost segons els valors obtinguts per als seglients parametres:
relacié entre la IDs, (diferenciacid) i la ICs, (citotoxicitat).

La inhibicié de la diferenciacié a concentracions no citotoxiques
suggereix que el compost té potencial teratogen.

APLICACIONS
e Avaluacié del potencial embriotoxic de candidats a medicaments
en la fase de screening.

» Avaluacio del potencial embriotoxic d'altres productes quimics
(REACH).

e Avaluacié del potencial embriotoxic de matrius mediambientals.
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