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GENETICA TOXICOLOGICA: BIOMONITOREO
CON ENSAYOS DE CORTO PLAZO

Curso Tedrico-Practico
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GENETICA TOXICOLOGICA: BIOMONITOREO CON ENSAYOS DE CORTO
PLAZO

Curso tedrico practico con evaluacion final para bidlogos, bicquimicos, farmacéuticos,
veterinarios, agrdnomos, médicos v todn otrn egresado a alumno de ditima afio de
carreras de disciplinas afines a 1a Licenciatura en Cs. Bioldgicas, Farmacia vy
reprarcin para anquettos interesadns en actualizarss snhre
170 20 modelns animalas v vegatales nara =i
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Duracion def curso: Un cuatrimestre . (7Chs.)
Horarin: Dias viernes de 17 hs 30 a 21 hs

Deocentes -

Grupe colaborative de investigacion y docencia - GIBE-CIGETOX - de las FCEvM v
FFyB (LIBA}
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Responsable por FFyB: Farm. Marta Ana Carbkallo, Prof. Adiunte (DE) de! Depto. De
Bicquimica Clinica de la FFyE, UBA. Director del CIGETOX (Centro de n
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Rinlania Liniv Del Rin-Rin Chillan. Chile (Praf Visit

Docencia, TP
Dr Mique! D'Aguinc Prof Eméritc de la Facuitad de Farmac y Bioquimica,

Higiene y Sanidad. Depto de Sanidad, Mutricién, Bromatologia y T icolegia. FFyB
UBA (Prot visitanta)
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Dr. Arturo Federico Wulff Profesional Principal del CONICET. Jefe de Trabajos
Practicos Area Genética y Paleobiologia. FCEyN, UBA
Seminarics y TP
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Programa tedrico:

» Genotoxicidad. Generalidades. Mutagenicidad. Tipos de agentes. Niveles de
analisis. Ensayes de corto v largo plazo para la evaluacién de dafio.
Teratogénesis. Carcinogénesis . Principales teorfas, Evaluacién de dafto inducido

a espontanen Riamaonitarea v hinindicadares de exposicion. Estudios “in vivo™ e
“in "‘t'o” Niveles de complejidad creciente. Caracteristicas y alcances de! modelo
“in vitre”. Pardmetros h:c!ég:c"s citogendticos e inm 'nc!ég s. E! cmpleo del
cu!ﬁvc de tojidos on of analisis de genotoxicidad. E! uso de las lineas de
l.‘ mienta continun comao sustrata  de diferentes genotdxicos. El eiemnla de las

in s Verp y CHO.

s Los ensayos de corto plazo en los estudios de Genstica Toxicolégica. Las
hacterias come primer nivel de complejidad en los ensayos de corto plazo (STT)
nars monitoran amhmntal Tast de Ames: Ventaias v controversias. Generalidades
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» £l modelo de Drosophila en ! andlisis de alteraciones de la recombinogénesis
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reccmbinecién v mutacién somatica. Ensayo en alas y en ojes. Tipe cepas. la
influancia de 13 temnerstura en al mantanimienta v analisis de las expasicinnes
Eiemples de expesiciones dirigidas a diferentes agentes guimices
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Proagrama de Trabajos practicos:

Los alumnos trabajarin cada une por equipos, segun el niimero, con preparades que realizardn como parte del
TP o hien que les serdn suminisrtrados por el aquipo docente El trabaio que implique uso de fotografias las
mismas se les suministrardn oportunamente an su carpeta personal de TP

Trahaio Practico: 1
Observacién al microcopic érptico de preparados metafdsices de fibrhiastos de
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Programa de Seminarios

Cada alumno dispondra en su Guia de TP de una Guia de 'ectura que debera contestar antes de entrar al seminario y entregar 3

modo de evaluacion parcial del dia.

Seminario: 1:
Exposicién v Discusién de una publicacién sobre la caracterizacion citogenética y
utilidad de lineas ceiulares en monitorec bioiégico.

Seminario: 2
Discusitn de una publicacién sobre actualizacién en Test de Micronicieo. Discusion
de datos sobre alteracicn de desarroiio embrionaric en hemhras de Baffus norvenfcus

{Cepa Sprangue dawlcy) oxpurstas a Agenins ganntivinns fisinns v nuiminos

-

Seminario: 3

E! siempln de Saimiri spiurens v 1a exposicién a agentes auimicos. La variabilidad en

animaine de hintarin o trovée deoun nomentarin hiblinorafien £ pinmnin de Cebus
< LA

Analla iy 1n awnnacicidn 4 amantec fisicrne Nierngidn de ing haliazane on relacidn g

Ravns X

Seminario: 4
Monitornn mediante el uso de esnecies vegetales Evaluanion de aenntoxicidad en
Ancnrhne inductrining v rlinanalne Tl anenvn da micraniiclen v el tnat de anafase-

telofase en Allium cepa' Tradescantia v sus nosibilidades

Qaminarin: &
=ammanc. s
Adanitnran  on  armaniamng  anannroc: AduiacsiAn  enmaticra o raramhinacidAn an

Prnenmbiils malannceacdne Caene  Aannddinae Al tradamminnda e lal v ey ae

innes exnuiestas a contaminantes amhientales

Binmanitnren en nohls
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Contenidos Minimos y cronograma de Actividades

»

* Genotoxicidad. Generalidades. Mutagenicidad. Tipos de agentes. Niveles de andlisis.
Ensayos de corto y largo plazo para la evaluacién de dafio inducido. Estudios “in vivo”
e ‘in vitro". Lineas celulares. Caracteristicas y alcances del modelo “in vitro”.
Parametros biolégicos, citogenéticos e inmunolégicos. El uso de las lineas de
crecimiento continuo como sustrato para el estudio de diferentes genotoéxicos. El
ejemplo de linea Vero.

» Exposicién y Discusién de publicaciones sobre Caracterizacion citogenética y Utilidad
de lineas celulares en monitoreo biolégico.

» Observacion al microcopio 6ptico de preparados metafasicos de fibroblastos de rifién
de Mono Verde africano (Cercopitehecus Aethiops) conocido como Linea Vero con

tincién estandard, determinacion de Indice mitético, 2N y niveles de ploidia; morfologia
cromosdmica y marcadores. Bandas G y C.

GUIA DE LECTURA

1-"Lineas Celulares”

Trabajos a comentar:

1- Matayoshii, T. et al.:‘“Identificacién de una linea celular por técnicas de Bandeo
cromosomico”. Mendeliana 1 (2) :105-114, 1978.

2- De Salum , S. et al.:“Andlisis citogenético de Lineas Celulares Vero”. Medicina
38:513-518, 1978.

3- Popescu, N.C. et al.: “Integration sites of human papillomavirus 18 DNA sequences on
HelLa cell chromosomes”. Cytogenet. Cell Genet. 44:58-62, 1987.

Cuestionario de orientacién que responderé (por escrito) distribuyendo las actividades por
equipos:

1- Qué entiende Ud. por linea celular?
2- Qué es un marcador cromosdémico y como se lo identifica?

3- Discuta brevemente qué metodologias le permitirian distinguir dos lineas celulares
entre si. Ejemplifique.




4- Luego de la lectura de estos cuatro trabajos qué puede comentar acerca de las

‘metodologias empleadas en cada caso?

5- En base a qué caracteristicas citogenéticas puede clasificar diferentes lineas
celulares? Dé al menos 3 ejemplos.

8- Qué mecanismos aseguran el mantenimiento de las lineas celulares “in vitro"? llustre
el concepto a partir de los articulos leidos.




* Roedores. El valor del modelo de cepa endo y exocriada en diferentes ejemplos de uso
tradicional (raton y rata o linea celular CHO)., otros modelos alternativos de especies
locales en estado salvaje. Exposicién espontanea e inducida. El recurso de ejemplares
procedentes de regiones endémicas para monitoreo de ciertas exposiciones
biolégicas, fisicas y/o quimicas como organismos centinelas de contaminacion.
Precauciones y proyecciones del monitoreo. Andlisis de dafio inducido por exposicion
dirigida. Fragilidad del genoma. Sitios fragiles y predisposicién a dafio.

» Test de micronucleo en Médula dsea, su utilidad y alcances. Discusién de una
publicacion sobre actualizacién en Test de Micronticleo. Discusion de datos sobre
alteraciéon de desarrollo embrionario en hembras de Rattus norvegicus (Cepa
Sprangue dawley) expuestas a agentes genotoxicos fisicos y quimicos (Rayos X y
nitroimidazoles)

* Mus (cepa CFW), Ctenomys, Rattus norvegicus y exposicion a agentes quimicos.
Inestabilidad cromosémica y agentes clastégenos. Observacién de metafases con
coloracién estandard. Determinacién de 2n . Mostracion de ICH y ciclo celular. IM e IR.
Analisis de cinética celular.

GUIA DE LECTURA
2-"Biomonitoreo y ensayos de corto plazo (Short Term Tests)”
Trabajos a comentar:

1-Salamone, M.F. et al. Bone marrow micronucleus assay: a review of the mouse stocks
used and their published mean spontaneous micronucleus frequencies. Environ. Mol.
Mutag. 23: 239-273, 1994, ;

2-Cimino, M.C. et al. Aneuploidy in mammalian somatic cells in vitro. Mutat.Res. 167:107-
122, 1986

3-Massarini,A. et al. Evolution of the species of the genus Ctenomys (Rodentia:
Octodontidae). Marmosiana 24-42, 1995

Cuestionario de orientacién que se responderé (por escrito) distribuyendo las actividades
por equipos.

1- Recuerde el alcance de los siguientes términos: Mutagénico, teratogenicidad,
carcinogenicidad, clastégeno, control positivo y control histérico, citostaticidad, indice de
replicacion, aneuploidias.




-

2- Compare brevemente las aplicaciones de los ensayos de corto plazo vs los de largo

-plazo.

3- Haga un listado de las ventajas y desventajas del uso de modelos “in vivo” e “in vitro”.
Justifique con ejemplos su respuesta.

4- El roedor y el ensayo de micronucleo: Enuncie las caracteristicas del modelo que
avalan su uso en biomonitoreo genotéxico.

5- Compare el uso de cepas de bioterio y el de roedores de fauna procedentes de su
habitat natural.

8- En estos trabajos Ud accede a 3 modelos de roedores como son: Mus, Rattus y
Ctenomys puede Ud. enunciar las principales diferencias entre ellos y su incidencia en la
eleccion para estudios de monitoreo genotdxico?




e Primates. El uso en medicina veterinaria y humana. La utilidad del modelo para
inferencias en humanos. El conocimiento adecuado del modelo primate. El caso de los
Monos de Nuevo y Viejo Mundo, similitudes y diferencias. Exposicién a genotéxicos
quimicos. La sangre periférica como sustrato de exposicién. Parametros para analizar
aberraciones cromoémicas y/o cinética celular como indicadores de exposicién.
Alteraciones numeéricas y estructurales. Aneuploidias y reordenamientos.

e El ejemplo de Saimiri sciureus y la exposicién a agentes quimicos. El ejemplo de
Cebus apella y la exposicién a agentes fisicos. Discusién de los hallazgos expuestos
en publicaciones de reciente redaccién en consideracién en revistas internacionales.

GUIA DE LECTURA

3-"El modelo Primate en el estudio de biolégicos”

Trabai s

1-Stone, W.H. et al. Genetic significance of some common primate models in biomedical
research. Animal Models: assesing the scope of their use in biomedical research, 73-93,
1987, De. Alan R. Liss, Inc.

2-Ayers, K.M. et al. Non clinical toxicology studies with Zidovudine: acute, subacute and
chronic in rodent, dogs and monkeys. Fundam. and Applied Toxicology 32:129-139, 1996.

Cuestionario de orientacién que responders (por escrito) distribuyendo las actividades por
equipos.

1- Qué valor le asigna Ud. al modelo Primate en el monitoreo de genotdxicos? Justifique
Su respuesta.

2- Cémo ha variado en los ultimos 15 afos, el empleo de monos en estudios de
toxicidad?

3- Qué ensayos considera para organizar una bateria minima de validacién de agente
mutagénicos en la que considere el nivel primate? Proponga un modelo alternativo de
estudio.

4-Cual es la relevancia que ud le asigna al modelo primate en los estudios experimentales
de genotoxicidad?. Justifique su respuesta.




; 5-Considera usted que en una evaluacién de genotoxicidad la utilizacién de sistemas

. metabdlicos semejantes es util desde el punto de vista de la interpretacién de resultados?
« -« Porqué?

6- Compare desde el punto de vista de modelos biolégicos ventajas y desventajas del
empleo de monos de Nuevo o de Viejo Mundo.
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