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1. INTRODUGAO

1.1. CULTIVO CELULAR

O primeiro relato de cultivo de tecidos de peixes foi realizado em 1914 por
OSOWSKI apud WOLF & QUIMBY (1969), o qual manteve embrides extraidos de
trutas por 24 horas em solugéo de Ringer e linfa de anfibios. Subsequentemente, em
1935, LEWIS & MACNEAL apud WOLF & QUIMBY (1969) desenvolveram os
primeiros trabalhos com teledsteos marinhos enfatizando a importancia da
isotonicidade para os varios tecidos animais. Mas foi com CAMERON em 1949,
apud WOLF & QUIMBY (1969), que surgiu o maior avango na técnica de cultivo de
tecidos animais com a adicdo de antibiéticos no meio de cultura. GRUTZNER em
1958, apud WOLF & QUIMBY (1969), por sua vez, foi o primeiro a empregar
tripsinizagdo de tecidos de peixes, conseguindo assim, pela primeira vez, obter
células cuitivaveis em monocamada.

Em 1980, WOLF & MANN reuniram informagdes sobre 61 linhagens de
células de peixes representando 17 familias e 36 espécies de teledsteos. A maioria
das linhagens eram de peixes de agua doce ou de espécies anadromas e somente
22% de espécies estritamente marinhas. Na grande maioria dos casos, a condigédo
do tecido de partida era normal. Contudo, as linhagens EPC, da carpa (Cypprinus
carpio ), as linhagens RTH e RTN da}truta arco-iris (Salmo gairdneri), a WC-1 do
Stizostedium vitreum e a PS-12 do Esox lucius foram iniciadas a partir de tecidos
neoplasicos. S&o conhecidas, linhagens das seguintes familias de teledsteos:

Anabaenidae, Carangidae, Cyprinidae, Cichlidae, Clariidae, Esocidae, Ictaluridae,



Percichthyidae, Percidae, Poecilidae, Pomadasyidae, Salmonidae (18 espécies),
Scianidae e Sparidae (WOLF & MANN, 1980; LANNAN et al., 1984).

Cultivos de células e tecidos de peixes tem sido utilizados para
diagnédsticos e estudos virologicos de varios animais, vertebrados e invertebrados
(SHORS & WINSTON, 1989 ); estudos do mecanismo de termo regulagdo (CHEN et
al., 1988; VPAULSON & CLAUDIO, 1990); endocrinolégicos (GREEN & BAKER,
1989; CHANG et al.,, 1990). e mais recentemente utilizados como um modelo
apropriado para o estudo do estresse oxidativo das células animais (HIGHTOWER &
RENFRO, 1988; BABICH et al., 1993).

Estudos de citotoxicidade in vitro utilizando-se culturas de células de
peixes, tem sido desenvolvidos para diferentes aplicagbes (BOLS et al., 1985),
inclusive para identificar os efeitos de agressores quimicos que causam impacto no
meio ambiente ( CASTANO et al., 1995; CHENG et al., 1993; BABICH et al., 1987:
KOCAN et al., 1985 ).

Em 1968, PILCHER et al., apud WOLF & QUIMBY (1969), realizaram o
primeiro estudo comparando o crescimento com a atividade glicolitica de células de
salmonideos em cultivo. Se bem que tenha sido um trabalho preliminar, conseguiram
esses autores detectar diferencas na atividade glicolitica de células em cultivo de
peixes em comparagdo com a de outras espécies animais. As células em cultivo de
peixes, mantém seu nivel normal de atividade enzimatica melhor do que as células
de mamiferos . Em consequéncia, possibilitam a determinacdo da toxicidade de
substancias quimicas, com maior sensibilidade, reduzindo o material, tempo e

dinheiro gastos (AHNE, 1985; SEGNER et al., 1994).



Testes de toxicidade com animais sdo frequentemente utilizados na
investigacdo dos efeitos da contaminac&o do meio ambiente. Alguns testes s&o
limitados pelo nimero de animais 0s quais podem ser economicamente e
convenientemente estudados, por problemas em obter animais de linhagens puras e
em perfeito estado fisioloégico, e a dificuldade de extrapolar resultados de uma
espécie para outra. Um meio encontrado para superar essas dificuldades foi a
utilizagdo do cultivo de células, que permite a analise de uma grande quantidade de
amostras e determina com maior especificidade a atividade do agente téxico nas
células de um unico organismo (KOCAN et al., 1985; SAITO & SHIGEOKA, 1994).

A sensibilidade aguda dos animais a diferentes compostos tdxicos varia muito
de espécie para espécie, € mesmo quando uma espécie adequada €& escolhida
como bioindicadora, suas respostas agudas ou cronicas a diferentes compostos
téxicos variam de acordo com outros fatores, como a resisténcia individual, a
predisposicdo genética do organismo, além das condigées fisico-quimicas do
ambiente e da ocorréncia ou n&o de relacionamentos sinergéticos entre os
compostos quimicos presentes no local (HAWKINS et al., 1987; HAKANSSON et al.
1991). Consequentemente, a utilizagdo apropriada do sistema celular, mostra a
possibilidade em separar as varias alteragdes fisicas e quimicas que interagem com
os organismos prejudicando as reagdes. Por meio disso, permite o estudo de agbes
especificas no interior das células sem a interferéncia dos efeitos de outros sistemas
(DIPPLE et al., 1983).

Na década de sessenta, os pesquisadores ja utilizavam testes. de
citotoxicidade in vitfro com ceélulas em cultivo de peixes para detectar os efeitos

causados por agentes toxicos em organismos aquaticos. Em 1965, PICKERING &



VIGOR apud RACLHIN & PERLMUTER, 1968, determinaram a toxicidade de metais
pesados na embriogénese de salmonideos; RACLHIN & PERLMUTER, 1968,
verificaram uma reducdo na replicagdo celular de uma cultura de células de peixes
da familia dos salmonideos, expostas ao zinco por 96 horas.

Com o aumento na utilizacdo de agentes téxicos de ordem natural ou
antropogénica e conseqﬁente degradacdo ambiental (KOCAN et al., 1984), sdo
inUmeros os trabalhos realizados que utilizam células de peixes em cultivo como
instrumento de estudo para avaliagdo da contaminacdo do ambiente aquatico
(PARKINSON & AGIUS, 1988; BABICH & BORENFREUND, 1987a; SAITO et al.,
1991).

O relatério do Controle de Substancias Toxicas de 1976 inclui
aproximadamente 42.000 substancias quimicas produzidas em quantidade
significativa nos Estados Unidos, n&o incluindo pesticidas, aditivos alimentares,
radionucleotideos e substancias farmacéuticas ( BABICH. & BORENFREUND,

1987b).

1.2. COMPOSTOS CLOROFENOXIACETICOS

Nos anos anteriores a Il Guerra Mundial, substancias como boro, sulfamato
de aménia, os tiocianetos, e os nitrofendis seletivos e nao seletivos, foram
desenvolvidos para o controle de varias espécies de ervas daninhas. Todos esses
herbicidas continuam sendo utilizados com o mesmo propésito até o presente
momento. Durante a |l Guerra Mundial, com a descoberta do 2,4-D (acido 2,4-

diclorofenoxiacético) foi que houve um significativo aumento na utilizacdo de



herbicidas na agricultura. Suas propriedades fito-hormonicas foram descobertas em
1942, sendo verificado, posteriormente, tratar-se de um bom herbicida
(CORBBET,1974; METCALF, 1979).

O 2,4-D foi obtido pela primeira vez em 1941 por Pokorny, através da reagao
do 2,4-diclorofenol com o acido monocloroacético, na presenca de soda e em meio
aquoso. Atualmente, esse composto € encontrado analogo ac MCPA (&cido 4-cloro-
2-metil-fenoxiacético) desenvolvido também na |l Guerra Mundial por militares como
uma poderosa arma na guerra biolégica para destrui¢do de colheitas. Imediatamente
apds a guerra, essas substancias quimicas voltaram a ser utilizados na agricultura,
pois mostraram ser capazes de matar muitas espécies de ervas daninhas com
baixas doses, serem altamente tolerantes para a maior parte da produgéo,
principalmente cereais e milho (METCALF, 1979).

Os compostos fenoxiacéticos incluem a maior parte dos herbicidas
formulados atualmente. Os dois mais utilizados pertencentes a esse grupo séo o 2,4-
D e o MCPA. Outras formas do mesmo grupo, também sao comercializadas e
incluem 2,4,5-T; 2,4,5-TP; 2,4-DB; MCPB, 2,4-DP; 2,4-DES e 3,4-DA (FURTICK,
1977).

A base original de todos esses quimicos, € estabelecida pela substituicio
do cloro ou grupos metila, variando a estrutura do anel aromatico. Esses compostos,
também tem sido modificados pela variagéo do comprimento da cadeia lateral entre
os 4cidos acético, butirico e propidnico. Devido a alta solubilidade, esses
compostos s&o facilmente absorvidos pelas folhagens e translocados em associacido

com carboidratos para outras partes da planta (FURTICK, 1977).



Em sua forma acida o 2,4-D apresenta-se como pd branco mas pouco
soldvel em agua. Por isso, as formas mais utilizadas s&o as salinas aminadas e
esterificadas, as quais apresentam maior solubilidade sendo portanto as formas
fenoxiacéticas mais usadas comercialmente
Recentemente, longas cadeias aminicas tem sido formuladas. Esses
compostos sdo soluveis em agua e insoldveis em solventes organicos. As aminas
geralmente empregadas sdo dietanolamina, trietanolamina, e dimetil, trimetil, ou
trietilamina. Todos esses sais ionizados na agua produzem o anion
clorofenoxiacético e o cation apropriado. Os ésteres dos acidos clorofenoxiacéticos
sdo insoluveis em agua, mas sollveis em solventes organicos que rapidamente se
emulsificam em agua. Os ésteres mais utilizados nos herbicidas s&o: metil éster;
isopropil éster; butil éster e octil éster (FURTICK, 1977). Devido as propriedades
localizadas na superficie dos ésteres, os acidos clorofenoxiacéticos sdo geralmente
os mais ativos herbicidas. Eles umidecem a cuticula da planta, auxiliando a
penetracéo através dos estdmatos e suas moléculas liposoliveis permitem sua
penetrag&do na cuticula cerosa de algumas espécies (METCALF, 1979).
O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), € um dos herbicidas mais utilizados
no mundo inteiro, inclusive no Brasil. A literatura cientifica documenta que este
herbicida ¢é biodegradado, tanto em solos quanto na &agua, de maneira

toxicologicamente aceitavel (CASTRO & MACEDO, 1986).



1.2.1. Mecanismo de Agao

O 2,4-D relacionado aos acidos fenoxi, sao classificados como herbicidas
hormonais, que causam reagdes de crescimento similar as auxinas naturais como o
acido indolil. A introducdo de niveis de saturacdo de algumas auxinas sintéticas
causam profundas alteragdes no equilibrado balango hormonal de crescimento
possuindo propriedades Unicas de translocagdo nas plantas (METCALF, 1979). As
auxinas, especialmente o A&cido 24-diclorofenoxiacético, causam acentuadas
variagdes no amadurecimento de certos grédos como a soja. Além disso, um grande
numero de experimentos tem relatado os efeitos desse herbicida no aumento da
sintese do RNAm (GIORGINI & KEY, 1983).

Um dos efeitos, seria o pouco ou nenhum alongamento da raiz e um
crescimento anormal da membrana basal, fazendo com que haja uma alta
deficiéncia na produgao de clorofila. Consequentemente, as fungdes fisioldgicas de
conducdo dos sais minerais e agua através da raiz, e a reducdo na fotossintese
contribuem para a morte da planta. O 2,4-D+MCPA age por agao sistémica afetando
o crescimento de ervas daninhas, podendo com tudo, ser considerado atoxico pelos
animais. Os acidos clorofenois e clorobenzeno possuem uma moderada ou baixa
toxicidade aguda para mamiferos (ALMEIDA et al, 1962)

O metabolismo de excrecdo dos acidos clorofenoxiacéticos em animais,
ndo tem sido devidamente estudado. Alguns trabalhos sugerem, que o 2,4-D,
quando empregado em condi¢des laboratoriais nas espécies animais, atinge o pico
de concentragéo plasmatica no figado e rins, em poucas horas: aves em 2 horas, e

mamiferos entre 4 e 7 horas (ERNE, 1966). BERNDT, 1973, apud MUNHOZ, 1993



observou que o 2,4-D pode se acumular nos rins de animais tratados através de
mecanismos de transporte ativo n&o detalhados.

Dois desastres ecoldgicos, causados pela utilizagdo de defensivos quimicos
foram identificados e estudados pelo Laboratério de Piscicultura da Universidade
Federal do Parana em conjunto com a SUREHMA - Superintendéncia dos Recursos
Hidricos e do Meio Ambiente do Estado do Parana. Um deles ocorreu em 1985 no
Rio Betione, um afluente do Rio Paraguai no Estado do Mato Grosso do Sul, com a
morte de mais de um milhdo de peixes. O outro ocorreu em 1988, na Baia de
Guaraquecgaba localizada nos limites da Baia de Paranagua, litoral do estado do
Parana. Em ambos os casos, foi detectada a presenca de clorofenoxiacetatos cujos
principios ativos eram o 2,4-D adicionados de Picloram. Como resultado desses
estudos, foi verificado que os herbicidas clorofenoxiacéticos, alteraram a morfologia
dos hepatécitos e causaram descolamento e necrose do epitélio tubular em vérias

espécies animais (MEDINA et al., 1994).

1.2.2. Caracteristicas do 2,4-D + MCPA - Quimica dos pesticidas

Nome comercial: 2,4-D

Nome quimico: acido 2,4 diclorofenoxiacético
Peso molecular: 220,9

% em cloro: 32,0%

Férmula bruta: Cg Hg O3 Cly



Férmula estrutural:

2,4-P

(2,4-dichlorophenoxyaeetic
acid)

Ci

Cl

Propriedades:
e po6 branco de odor levemente fendlico;
e quase insolivel em agua, dissolvendo-se porém, nos solventes organicos
e nas solucgdes alcalinas;
* apresenta um ponto de fusdo de 138°C;

» € estavel e ndo higroscopico.

Classificacdo Toxicologica (Decreto Federal n° 98.816 de 11/01/90; Anexo |
da portaria n°04 DISAD): é a identificacdo do risco oferecido pela utilizacdo de uma
substancia ou composto quimico.

Classe Toxicolégica
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e Classe | - é aquela onde se encontram as substancias ou compostos quimicos
considerados como extremamente toxicos para o ser humano.

e Classe Il - é aquela onde se encontram as substancias ou compostos quimicos
considerados como altamente tdxicos para o ser humano

e Classe lll — é aquela onde se encontram as substancias ou compostos quimicos
considerados como medianamente toxicos para o ser humano

e Classe IV - é aquela onde se encontram as substéncias ou compostos quimicos

considerados como pouco tdxico para o ser humano.

Os produtos comerciais cujos principios ativos sdo o 2,4-D+MCPA como por
exemplo, os herbicidas Bi-Hedonal da Bayer do Brasil S.A e o U 46 Combi Fluid da
BASF Brasileira S.A. Ind.Quimicas, estdo classificados de acordo com a classe
toxicologica I, ou seja, sédo considerados altamente téxicos para o ser humano. No
caso de intoxicagdo com essas substancias, os sintomas sdo: mal-estar, vomitos,
enfraquecimento muscular, dificuldade respiratéria, bradicardia, suor excessivo e
oliguria. O tratamento é sintomatico, pois ndo ha antidoto especifico (SKALISZ &
POLACK, 1991).

A nivel molecular, o herbicida 2,4-D causa um aumento no indice de produgio
do RNA , que pode resultar no desequilibrio das auxinas, induzindo o crescimento
com anormal divisdo celular. Alguns.autores sugerem, as interagdes entre o limite do
protoplasma coloidal da célula, onde a permeabilidade e o fluxo de metabdlitos
essenciais e a atividade coenzimatica no metabolismo dos acidos nucleicos

aumentam. (METCALF, 1979; ROBERTSON, 1970).
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ROBERTSON et al, 1970, abordam o envolvimento do 2,4-D como um agente
desacoplador ou inibidor da fosforilagdo oxidativa com enzimas localizadas na
membrana mitocondrial externa, corroborando com os dados de ERNE, 1966 e
METCALF, 1979 que citam a translocagdo dos compostos clorofenoxiacetatos nas
organelas subcelulares. O mesmo autor propde, que o 2,4-D pode se ligar
fisicamente a proteina enzimétiba, de tal modo que, em baixas concentragdes,
aumenta a atividade catalitica das enzimas e em altas concentragées diminui a

atividade das mesmas.

1.3. METODO POLAROGRAFICO

O método polarogréfico para determinagdo da concentragdo de oxigénio,
consiste na medida da corrente elétrica que circula entre dois eletrodos, quando
submetidos a uma diferenca de potencial ((HAHN et al.,, 1975). Por ser de rapida
execucdo e muito preciso, esse método tem sido amplamente utilizado em diferentes
situagdes experimentais (COBBOLD, 1974; LUCCHIARI & HOSHINO,1980; NIERO
& MALUCELLI, 1995; BAUMBERGER, 1979)

S&o muitos os procedimentos utilizando o polarégrafo para determinagéo
do consumo de oxigénio em sistemas bioldgicos, tais como o indice de respiragio e
fosforilagcdo oxidativa de mamiferos (PARCKER & BACILA, 1958; CAMPELLO et al.,
1964; NICOLAU & BACILA, 1970; AGUIAR & BACILA, 1976); invertebrados (ROSA
et al., 1977, DUARTE & BACILA, 1959; OCAMPOS et al., 1977; VOSS & BACILA,
1961; CRIVELLARO et al., 1976); metabolismo de microrganismos (BACILA et al.,
1956; BACILA, 1959; BACILA & HIGUCHI, 1967) ; respiragdo de leveduras (JULIANI

et al., 1973; BACILA et al., 1978) e ainda a respiragdo de sistemas biolégicos in vivo
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(LUCCHIARI et al., 1984; LUCCHIARI et al., 1985; BACILA et al. 1989; FANTA et al.,

1990).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a citotoxicidade in vitro com agentes quimicos que causam impacto

no meio aquatico, com células de peixes em cultivo .

2.2. Objetivos Especificos

o Estabelecer técnicas de cultivo celular adequadas as células hepaticas do peixe

subtropical da familia Characidae ( Metynnis roosevelti )

e Padronizar o numero de células para o estudo da atividade respiratéria em

polarégrafo com eletrodo de oxigénio

o Determinar a concentragdo letal ( CLso ) do herbicida diclorofenoxiacético 2,4-

D+MCPA

e Avaliar a atividade respiratéria das células hepaticas de Metynnis roosevelti em
seu estado normal, com os substratos succinato, glicose e a-cetoglutarato e sob o

efeito do diclorofenoxiacetato (2,4-D+MCPA) em varias concentragdes
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e Realizar testes de citotoxicidade “in vitro” com diclorofenoxiacetato em niveis

subletais com células hepaticas de Metynnis roosevelti em cultivo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Metynnis roosevelti Eigenmann, 1915

Classe Osteichthyes
Sub-classe Actinopterygii
Ordem Cypriniformes
Sub-Ordem Cyprinoidea
Familia Characidae

A familia Characidae apresenta cerca de 1.350 espécies ocorrendo na
América do Sul, América Central até Texas (EUA). Algumas espécies sdo
encontradas na Africa Central. O pacu é uma espécie de peixe nativa, amplamente
empregada em piscicultura nas regides sudeste e sul do Brasil onde é endémica,

tendo sido introduzido sob condicdes de cultivo na regido nordeste (GERY, 1977).

3.1.1. Aclimatagao

Os exemplares de Metynnis roosevelti obtidos em estagdes de
piscicultura do Estado de S&o Paulo, foram transportados até o Laboratério de

Piscicultura na Universidade Federal do Parana, onde permaneceram por um
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periodo de aclimatagdo de duas semanas (WATANABE et al.,, 1987; KLAUNING, et
al., 1984).

Os peixes em idade juvenil, possuiam o comprimento padrédo de
aproximadamente 5 cm cada. Os animais, divididos em 3 grupos de 100 individuos,
foram mantidos em aquarios de 140 litros sob aeragao constante, fotoperiodo de 12
horas dia/12 horas noite e temperatura mantida a 29 °C através de um termostato

eletrénico. A alimentacéo sob forma de ragéo Alcon, foi fornecida uma vez ao dia.

Figura 01- Metynnis roosevelti, Eigenmann, 19185.
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3.2. CULTIVO CELULAR PRIMARIO

Para desinfecgcdo, os peixes foram mantidos em solugao salina a 0,01%
por 30 minutos em uma solugéo de etanol a 70% por 2 minutos ( WOLF & DUNBAR,
1977). A seguir os peixes foram levados a camara de fluxo laminar e sacrificados
apds secgdo medular. Seus 6rgaos, rins e figado foram retirados e colocados em
solugdo de Hank por 30 minutos, contendo 100 Ul de penicilina, 20 pug/ml de
estreptomicina, 10ug/ml de enrofloxacina e 25 ug/ml de anfotericina B (WOLF &
QUIMBY, 1976; LYPSKY, et al., 1986). A solugdo de Hank, acrescida de antibidticos,
foi trocada 5 vezes no decorrer desse periodo.

Para obtencgdo das células foram utilizadas trés metodologias :

I- Para a dissociagdo celular enziméatica, os 6rgéos foram seccionados em pequenos
fragmentos de aproximadamente 1mm, e colocados em um erlenmeyer com 2,5 mi
de solugcdo de tripsina versene 0,25% e com o agitador magnético a 1000 rpm
procedeu-se a tripsiniza¢do por 10 minutos a temperatura ambiente. Para inativagéo
da tripsina foi adicionado 5,0 ml de meio F10-199 com 10% de soro fetal bovino
(SFB). O material foi centrifugado por 2 minutos a 1000 rpm, o sobrenadante
descartado e o pelete ressuspenso em 5,0 mi de meio F10-199 com antibidticos (100
Ulml de penicilina, 200 ng/ml de estreptomicina e 250 ug/mi de Fungizon). A
suspenséo celular obtida foi ent&o filtrada em gaze estéril, e semeada em frascos de

2

poliestireno Corning com 25cm e em microplacas Falcon para cultivo em

monocamada.
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II- Os érgaos foram seccionados em pequenos fragmentos e colocados em placas
para cultivo, previamente esterilizadas, com 1 ml de soro fetal bovino. As placas com
os fragmentos de tecido e o soro fetal bovino foram acondicionadas por
aproximadamente 3 horas, na camara de CO; a 5% e temperatura de 30°C. Apds
esse periodo, foi acrescentado 2,0 ml de meio F10-19S por pogo.

Ill- Para obtengao de soro do material biolégico, foi feito uma pungao através da veia
caudal com a utilizagdo de Vacuntainer.em peixes adultos da mesma espécie.

Os 6rgaos foram seccionados em pequenos fragmentos e colocados em
placas previamente esterilizadas, para cultivo, com 1 ml de soro do material
biolégico. As placas com os pedacos de tecido e o soro do peixe foram
acondicionadas por aproximadamente 3 horas, na cadmara de CO, a 5% e
temperatura de 30°C. Apéds esse periodo, foi acrescentado 2,0 ml de meio F10-199
por pogo.

Além de antibidticos, o meio F10-199 foi modificado pela adicdo de L-
glutamina 2 mM (FLOURIOT et al., 1993; CHENG et al., 1993; KOCAL et al., 1987),
insulina 10 pg/ml (HAYASHI & OOSHIRO,1986; HIGHTOWER & RENFRO, 1988;
WATANABE et al,1986; LIPSKI et al., 1986) e 50ug/ml de fibronectina (Gibco BRL,
Bovine Plasma Fibronectin) (CHENG et al., 1993; HIRATA, et al.,, 1993). Tanto as
garrafas quanto as microplacas foram previamente tratadas com soro albumina
bovina (SAB) 10% (CHENG et al., 1993) e acondicionadas em estufa de CO,a 5% e
temperatura constante de 30°C.

Para a quantificagdo e determinagdo da viabilidade celular, procedeu-se a
contagem do numero de células na cdmara de Fuchs-Rosenthal com a utilizag&o do

corante azul de tripan (KLAUNING et al., 1984; LIPSKI et al., 1986).



17

3.21. Contagem celular

e A 100 pl da suspensao celular acrescentou-se 50 pl de azul de tripan;

e Com uma micropipeta de 10 pl colocou-se essa solugdo na camara de Fuchs-
Rosenthal e procedeu-se a contagem das células no Microscépio Invertido IM;

e Contou-se o nimero de células contidos nos quatro cantos da camara, fazendo-

se uma média ( X ) e utilizando-se os dados na seguinte formula:

Xx 1,5 x5 000 = n° células/ml

e Para os testes de citotoxicidade em microplacas foram semeadas ceélulas na
densidade de células com 3x10*/ ml; para a determinagdo do consumo de oxigénio

foram utilizadas 4x10° células por mi.

3.2.2. Passagem das células

As células em monocamada foram lavadas com solu¢do tampéao fosfato (PBS).
para retirar as proteinas do soro fetal bovino. Em seguida foi adicionado 1,5 ml de
tripsina versene 0,05% para dissociagdo celular enzimética. Posteriormente, foi
adicionado meio F10-189 em quantidade igual a 50% de tripsina, em seguida
procedeu-se a centrifugacdo a 1000 rpm por 1 minuto, o sobrenadante foi
desprezado e o pelete ressuspenso em 5 ml de meio F10-199. A suspensé&o celular

foi colocada em garrafas e microplacas previamente tratadas com uma solugdo 10%
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de agua com soro albumina bovina (SIGMA) e acondicionadas em estufa de CO; a
5% e temperatura constante de 30°C.

Com a obtencdo das células hepaticas em monocamada de Metynnis
roosevelti, nas microplacas de poliestireno Falcon, foram realizados os testes de
citotoxicidade in vitro de acordo com a metodologia de BABICH & BORENFREUND,

(1987 a.,b,c.d,e,f).

3.3. TESTE DE CITOTOXICIDADE “IN VITRO” COM CELULAS HEPATICAS EM
CULTIVO DE PEIXES

e Células hepaticas de peixes da familia Characidae foram semeadas em
microplacas com 0,2 m| de meio F10-199 contendo 3 x 10* de células e
incubadas em camara de CO, a 5% e temperatura constante de 30° C por 24
horas;

o Posteriormente, o meio foi trocado e as células, por um periodo de 24 horas,
colocadas em contato com o agente a ser testado (2,4-D+MCPA) em varias
diluicdes ( 107, 102, 10,10, 10°, 10®) para determinacéo do CLso; (Tabela I)

e Apods esse periodo, o meio com o agente a ser testado foi removido e substituido
pelo meio F10-199 contendo 50 ug/ml de vermelho neutro;

e As microplacas entdo, foram incubadas por 3 horas para permitir a entrada do
corante dentro dos lisosomas das células viaveis, que nao foram prejudicadas
pelo agente a ser testado, no caso o herbicida diclorofenoxiacético (2,4-

D+MCPA):
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e Posteriormente, o meio com “neutral red’ foi removido, e as células foram
rapidamente enxaguadas com fixador ( formaldeido 4% e CaCl> 1% ) e entdo 0,2
ml da mistura de acido acético 1% com etanol 50% foi adicionado em cada pogo
para a extragao do corante;

e Depois de um tempo adicional de 20 minutos a temperatura ambiente e uma
rapida agitagdo, a placa foi transferida para o equipamento de leitura com filtro de
492 nm para medir a absorbancia;

e Apés a adicdo do vermelho neutro, a populacdo celular submetida ao estresse

pelo agente a ser testado, foi observada em microscoépio invertido.

Tabela 1 - Total de semeaduras nas microplacas :

2.4-D+MCPA
CONTROLE 10" 107 107 10 10° 10
480 288 288 288 288 288 288

indice de Toxicidade do Herbicida 2,4-D+MCPA

Para determinacdo da diluigdo do herbicida diclorofenoxiacético, para o
estudo de seu efeito téxico (Clsp), foi utilizada a féormula de Spearman Karber
(BERQUO, 1981).

Calculo da Diluigdo do Herbicida diclorofenoxiacético (2,4-D+MCPA)

T T =t + At
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t' = maior diluicdo do herbicida diclorofenoxiacético que causou efeito toxico nos oito
(100%) dos pocinhos da microplaca;
At = nimero de pocinhos afetados em t e em diluigbes maiores dividido por oito

menos 4/8 (50%);

Tabela 2 - Dilui¢gdes do diclorofenoxiacético (2,4-D+MCPA) na microplaca

Diluicéo contrdle 10" 402 10° 10* 10° 10°

Efeito toxico | 6/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 O/6

t*: No exemplo, 10™" , foi a maior diluicdo do herbicida que causou efeito toxico nos

seis ( 100%) pocinhos e t* correspondera a 1.0

At : No mesmo exemplo, o nimero de pocinhos alterados em t* foi oito, ndo havendo
nenhuma alteragdo nos pocinhos subsequentes nas proximas diluicoes, dividindo-se

pelo nimero de pocinhos inoculados com cada diluigdo menos 4/8 (50%).

At = (8+0)/8 - 4/8 = 4/8

At=0,5

T Tso=t + At

> Tso- 10710
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Calculando-se o anti-logaritmo, tém-se a diluigdo do herbicida que quando

utilizada causara efeito téxico em 50% dos pocinhos

anti-log 1,5 = 1:31,62
indice de Toxicidade do 2,4-D+MCPA 50%

IT 50% = 0,3162

3.4. RESPIROMETRIA DAS CELULAS HEPATICAS DE Metynnis roosevelti

3.4.1. Preparagdo da suspensao celular

A suspenséo celular obtida e quantificada anteriormente, 8 x 10° células /
ml, foi dividida em pequenas aliquotas de 1 ml, e centrifugadas a 2000 rpm por 30
segundos em centrifuga Eppendorf e em seguida acondicionados a temperatura de
4°C .

Para a medida da atividade respiratéria, os tubos de ensaio centrifugados
anteriormente, tiveram o sobrenadante descartado e o pelete ressuspenso em 200

pl de solugéo Ringer fosfato pH 7,4.

3.4.2. Polarégrafo com eletrodo de oxigénio

Para determinagdo do consumo de oxigénio das células hepaticas de
Metynnis roosevelti, foi utilizado o polarégrafo com eletrédio de oxigénio e sensor de
temperatura ((FATT, 1976; BACILA et al, 1989; LUCCHIARI et al., 1989;

MALUCELLI et al., 1995; SUGIZAKI et al., 1997).
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O principio do método da medida polarografica do consumo de oxigénio,
consiste na medida da intensidade da corrente elétrica que circula entre dois
eletrodos, sendo um de platina (catodo) e outro de referéncia (&nodo), quando
submetidos a uma diferenca de potencial. O eletrodo de platina estando a um
potencial negativo, fornece elétrons que participam das reagbes na sua superficie.

O oxigénio na superficie da platina é reduzido segundo as equacgdes:

Oz + HO + e & HOy + OH

HO2 + HO + 26 "« 3 OH
As reagdes mostram que na superficie da platina hd um consumo de
oxigénio diretamente proporcional ao nuamero de elétrons fornecidos (HANN et al.,
1975).

Determinagao do consumo de oxigénio

Para o calculo da velocidade do consumo de oxigénio, e quociente

respiratorio foram utilizados os seguintes parametros:

SOzXfoq

Velocidade de consumo do O, =

Vp x A xt
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vp

Esquema da localizagdo dos parametros a serem analisados, para

determinacao da velocidade do consumo de oxigénio .

S0, = solubilidade de O, na temperatura estabelecida ( 30°C = 275 pMO/I )

V¢ = volume de meio tamponado (Ringer fosfato, pH 7,4) na camara de
reacao

q = distancia no eixo de O, disponivel em centimetro

V, = velocidade do papel registro

t = distancia no eixo da velocidade do papel, em centimetro

A = amplitude do O, disponivel, em centimetro

A contagem celular foi feita em camara Fuchs-Rosenthal, e os calculos

realizados, descritos anteriormente.
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3.4.3. Sistemas de reac¢do para ensaios polarograficos
Foram montados trés sistemas, um para cada tipo de substrato utilizado
(glicose 0,5 M, succinato 0,5 M e a-cetoglutarato0,5M) para a determinagédo do
consumo de oxigénio das células hepaticas de Metynnis roosevelti, em diferentes
situacdes experimentais. Para cada um dos sistemas, foram realizadas trés
repeticdes com diferentes concentragdes do herbicida diclorofenoxiacético, a saber:
10", 102 e 103 Um sistema de respiragdo enddgena contendo apenas Ringer
fosfato e suspenséo celular, precedeu todas as repeticbes acima descritas.
Na tabela 3 encontra-se descriminadas e quantificadas todas as substancias
utilizadas nos sistemas de reacéo.
Tabela 3 - Sistemas utilizados para determinagdo do consumo de oxigénio das
células hepdticas de Metynnis roosevelti em diferentes situacbes

experimentais. Todas as determinagdes foram realizadas a temperatura

de 30°C.
SISTEMAS
SUBSTANCIAS GLICOSE SUCCINATO o-CETOGLUTARATO
( il ] | I m | i [
Ringer fosfato (mti) 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Suspenséo celular (mf) 0,2 0,2 0,20 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Glicose (ul) 10 10 10
Succinato (pl) 10 10 10
a-cetoglutarato (pi) 10 10 10
2,4-D+MCPA 107 () 10 10 10
2,4-D+MCPA 102 () 10 10 10

2,4-D+MCPA 102 (ul) 10 10 10
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Os experimentos no polarégrafo com eletrodo de oxigénio foram realizados
a temperatura de 30°, que foi mantida constante através de um banho termostatico
que promovia a circulagdo de agua pré-aquecida na cubeta de reac¢do durante todo

experimento. Estando a temperatura adequada, seguiu-se a metodologia abaixo:

e A membrana de didlise, utilizada para envolver o eletrodo, foi trocada ao final da
determinacao do consumo de oxigénio com cada sistema;

e O polarégrafo com eletrodo de oxigénio e sensor de temperatura, foi calibrado
com uma solucéo de sulfito de soédio a 1M e temperatura de 30°.

e Foi adicionado na cubeta de reagdo 1,8 mi de solugédo Ringer fosfato pH 7,4 e
esperou-se aproximadamente 5 minutos até que o sistema entrasse em equilibrio;

e Posteriormente foi colocou-se 0,2 ml de suspensdo celular obtida através da
metodologia descrita anteriormente para determinacao da respiragdo endégena;

¢ Determinada essa etapa, foi adicionado 10ul de substrato (glicose, succinato ou

o-cetoglutarato);

o Depois de verificar que as células estavam consumindo o oxigénio de forma
satisfatéria, foi adicionado 10ul do herbicida diclorofenoxiacético 2,4-D + MCPA em
varias concentragdes (0,0275 g/mi; 0,00275 g/ml e 0,000275 g/ml)

e Os sistemas para determinacdo da respiragdo, foram montados de forma que
cada substrato e cada diluigio diferente do diclorofenoxiacético fossem testados

um de cada vez, descriminados na tabeia.2.



26

4. RESULTADOS

4.1. CULTIVO CELULAR PRIMARIO

Com a finalidade de verificar qual a melhor técnica para o desenvolvimento do
cultivo celular primario de células hepaticas de Metynnis roosevelti, foram utilizadas
trés metodologias distintas.

Na dissociagao celular enzimatica, com a utilizagdo da tripsina (Figs.4 e 5), as
células hepaticas de Metynnis roosevelti iniciaram seu processo de diferenciagao
celular em fibroblasticas, a partir do 4° dia, e a confluéncia de 90% da monocamada
obtida no 15° dia (Fig.1). Na primeira passagem, as células foram tripsinizadas em
agitador magnético a 1000 rpm por 15 minutos & temperatura ambiente, e a tripsina,
utilizada a 0,25%. A maioria das células aderiram apds a primeira passagem,
ocasionando uma confluéncia de 90% apds o 5° dia .

Com soro fetal bovino (SFB), sem a utilizagdo de enzimas proteoliticas as
células iniciaram seu processo de diferenciacédo em fibroblasticas a partir do 7° dia e
a confluéncia de 70% da monocamada foi obtida no 21° dia (Fig.2). Na primeira
passagem, as células foram tripsinizadas em agitador magnético a 1000 rpm por 10
minutos e temperatura ambiente, a tripsina estava diluida em solugdo de tampéao
fosfato (PBS) na proporcdo de 1:5. Poucas células aderiram apds a primeira
passagem, ocasionando uma baixa confluéncia da monocamada.

Com o soro do préprio material biolégico, as células iniciaram seu processo
de adeséo e diferenciacao muito lentamente, aproximadamente 10 dias, mas nao se
desenvolveram o suficiente para formar uma monocamada confluente e permitir a

subcultura das células (Fig.3)
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Foram observadas alteragdes significativas na morfologia das células
expostas ao 2,4-D+MCPA em diferentes concentragées em comparagdo as células
utilizadas como controle. Nas células utilizadas como controle os fibroblastos
apresentam-se inalterados morfologicamente e a monocamada celular apresenta-se
com uma confluéncia de 100% (Fig.6). Nas células expostas ao 2,4-D+MCPA na
concentragdo de 0,00275 g/ml, a monocamada celular apresenta-se parcialmente
destruida e as células com acentuda vacuolizagdo (Figs. 7 e 8). ). Nas células
expostas ao 2,4-D+MCPA na concentracdo de 0,0275 g/ml, a monocamada celular

apresenta-se totalmente destruida (Fig.9).

indice de Toxicidade do 2,4-D+MCPA
Com o herbicida 2,4-D+MCPA, inoculado nas células hepdticas em
diferentes concentragdes, foi feita apds 24 horas, a contagem dos pocinhos afetados

(Tabela 1) através do Microscopio Invertido IM. Esses resultados estdo expressos

nos calculos abaixo (Figs.10 e 11).

4.1.1. Calculo da diluigdo do 2,4-d+MCPA
Determinacéo da Clsg:

T Tso=t +At

t*=1.0

At = (6+0)/6 - 3/6 = 3/6

At=0,5
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Y Teo =t + At
h3 Tso: 10-1'5

anti-log 1,5 = 1:31,62

indice de Toxicidade do 2,4-D+MCPA 50%

IT 50% = 0,03162 g/ml|

Tabela 4- Valores de absorbancia obtidos em teste de citotoxicidade in vitro de
células hepaticas de M. roosevelti em cultivo expostas a diferentes

concentragdes do herbicida 2,4 D+MCPA.

VALORES DE ABSORBANCIA EM NANOMETROS

Controle 2,4 D + MCPA
0,0275 g/ml 0,00275g/ml 0,00275g/ml
0,782 0,374 0,442 0,584
0,748 0,371 0,444 0,609
0,783 0,381 0,427 0,557
0,664 0,382 0,493 0,634
0,729 0,321 0,464 0,533
0,679 0,373 0,462 0,509
0,604 0,364 0,497 0,553
0,721 0,388 0,409 0,591
0,685 0,337 0,476 0,594
0,674 0,364 0,423 0,617
0,784 0,382 0,427 0,541

0,631 0,396 0,487 0,584
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Esses valores obtidos na tabela acima, demonstram que em células afetadas
a absorbancia dom vermelho neutro diminui em comparagdo com a das células
controle. Os lisosomas das células viaveis irdo absorver o vermelho neutro, portanto
com a adicdo do etanol 50% mais o acido acético para a extragdo do corante, a
solugdo se tornard mais corada, sendo proporcional ao niumero de células viaveis,

ou seja, que nao foram afetadas pelo 2,4-D+MCPA (Figuras 10 e 11).

4.3. DETERMINAGAO DO CONSUMO DE OXIGENIO

Para o célculo da velocidade do consumo de oxigénio, e quociente respiratorio

foram utilizados os seguintes parametros :

SOzXVfXQ

Velocidade de consumo do O, =
Vp x A xt
SO2= 275 uMO-/I
Ve = 2,0ml
g = distancia no eixo de O, disponivel em centimetro
V, =20 cm/s
t = distancia no eixo da velocidade do papel, em centimetro

A =10,6 cm
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Tabela 5 - Valores da respiragao enddgena e da respiragao frente aos substratos
glicose, succinato e a-cetoglutarato
Velocidade de Consumo de Oxigénio(uMO-/s)

Endogena Substrato
Sist. Glicose 0,115 0,134
Sist. Il Succinato o,1 0,125
Sistllla-cetoglutarato 0,13 0,16

Os resultados obtidos através das determinagées na velocidade de
consumo de oxigénio das células hepaticas de Metynnis roosevelti, diretamente com
o endégeno e com os diferentes substratos (glicose 0,5M, succinato,0,5M e o-
cetoglutarato 0,5M), nas seguintes concentragdes do herbicida 2,4-D+MCPA:
0,0275gl/1, 0,00275 g/l e 0,000275 g/l, estdo expressos nas Figuras 12, 13, 14, 15 e

16.



Figura 02- Inicio da diferenciacdo celular dos hepatocitos de Metynnis
roosevelti.

Legenda: Observa-se no canto superior direito, fragmento de tecido colocado em soro fetal
bovino. Apos 10 dias em meio de cultivo, pode-se visualizar os fibroblastos em processo de

crescimento.



Legenda: Cultivo celular primario com fragmentos de tecidos em soro fetal bovino. Observa-
se apos 21 dias em meio de cultivo, as celulas hepaticas diferenciadas em fibroblastos
formando uma monocamada com 70% de confluéncia.



Figura 04- Células hepaticas de Metynnis roosevelti dissociadas
enzimaticamente.

Legenda: Células hepaticas de Metynnis roosevelti, dissociadas enzimaticamente com
tripsina Versene 25%, para cultivo em monocamada. As celulas encontram-se
individualizadas, sem grumos e com a membrana intacta.



Figura 05- Monocamada com 90% de confluéncia, células hepaticas de
Metynnis roosevelti.

Legenda: As células foram dissociadas enzimaticamente com tripsina, e ap6s 15 dias no
meio de cultivo, observa-se uma confluéncia de 90% na monocamada.



Figura 06- Teste de citotoxicidade “in vitro” com células hepéticas de Metynnis
roosevetti. (Controle)

Legenda: Células fibroblasticas utilizadas como controle para os testes de citotoxicidade. As
células apresentam -se inalteradas morfologicamente e a confluéncia da monocamada é de

100%.



Figura 07- Células hepaticas de Metynnis roosevelti, expostas a concentracao
de 0,00275g/ml do clorofenoxiacetato 2.4D+MCPA, por 24 horas.

Legenda: Legenda: Células alteradas morfologicamente apresentando acentuada
vacuolizacdo citoplasmatica, além da parcial destruicdo da monocamada.



Figura 08- Células hepéticas de Metynnis roosevelti, expostas a concentracao
de 0,00275g/ml do clorofenoxiacetato 2,4D+MCPA, por 24 horas.

Legenda: Legenda: Células alteradas morfologicamente apresentando acentuada
vacuolizacao citoplasméatica, além da parcial destruicdo da monocamada.



Figura 09- Células hepéaticas de Metynnis roosevelti, expostas a concentracao
de 0,0275g/ml do clorofenoxiacetato 2.4D+MCPA, por 24 horas.

Legenda: Apés 24 horas de exposicdo ao 2.4D+MCPA na concentracdo de 0,0275
g/ml, observa-se a total destruicdo da monocamada celular.



Absorbancia (nanémetro)

Controle 0,0275 0,00275 0,000275
Concentragdes do 2,4-D + MCPA g/mi

Figura 10 — Representagéo grafica dos valores médios
de absorbancia obtidas em teste de citotoxicidade in
vitro de células hepaticas de M. roosevelti em cultivo
expostas a diferentes concentragdes do herbicida 2,4 -
D+MCPA.
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Absorbancia (%)

0,0275 0,00275 0,000275

Concentragdes do 2,4-D + MCPA g/ml

Figura 11 — Representagéo grafica da percentagem
de absorbancia obtida em teste de citotoxicidade in
vitro de células hepaticas de M. roosevelti em cultivo

expostas a diferentes concentragées do herbicida 2,4
- D+MCPA.
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Tampéao Endégeno Succinato 2,4-
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Figura 12 — indice respiratério de células hepaticas de Metynnis
roosevelti . Sistemas Succinato: 1,8ml de solugdo tampé&o de Ringer
fosfato pH 7,4, 0,2ml de suspenséo celular, 10ul de succinato e 10pl
do 2,4-D+MCPA. Cada sistema corresponde a uma concentragéo
diferente do herbicida: 0,0275g/ml; 0,00275 g/ml e 0,000275g/ml
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g
= 0,02
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Tampado Endégeno Glicose 2,4-D+MCPA

Figura 13 — indice respiratério de células hepaticas de Metynnis
roosevelti . Sistemas Glicose: 1,8ml de solugdo tampdo de Ringer
fosfato pH 7,4, 0,2ml de suspenséo celular, 10ul de Glicose e 10ul do
2,4-D+MCPA. Cada sistema corresponde a uma concentragéo
diferente do herbicida: 0,0275g/ml; 0,00275 g/ml e 0,000275g/ml
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Figura 14 — indice respiratério de células hepaticas de Metynnis
roosevelti . Sistemas a-cetoglutarato: 1,8ml de solugéo tampéo de
Ringer fosfato pH 7,4, 0,2ml de suspensdo celular, 10ul de -
cetoglutarato (0,5 M) e 10ul do 2,4-D+MCPA. Cada sistema
corresponde a uma concentragéo diferente do herbicida: 0,0275g/ml;
0,00275 g/ml e 0,000275g/ml
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Tampio Endégeno 2,4-D+MCPA

Figura 15 — indice respiratério de células hepaticas de Metynnis
roosevelti . Sistemas endoégeno: 1,8ml de solugdo tampéao de Ringer
fosfato pH 7,4, 0,2ml de suspenséo celular, e 10ul do 2,4-D+MCPA.
Cada sistema corresponde a uma concentrac¢do diferente do herbicida:
0,0275g/ml; 0,00275 g/ml e 0,000275g/mi
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Concentragdes do
52,4D+MCPA g/ml
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- 00,000275

PERCENTAGEM (%)

Endégeno Succinato Alfa-cetog. Glicose
SISTEMAS

Figura 16 — Percentagem de inibigdo na velocidade do consumo
do Oxigénio em diferentes sistemas pela adigéo do 2,4-D+MCPA
nas diferentes concentragées.
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5. DISCUSSAO

Estudos de citotoxicidade “in vitro” utilizando-se culturas de células de
peixes, tem sido desenvolvidos para diferentes aplicagées (BOLS et al., 1985),
inclusive para identificar os efeitos de agressores quimicos que causam impacto no
meio ambiente ( CASTANO et al., 1995: CHENG et al., 1993: BABICH et al., 1987,
KOGAN et al., 1985 ). O cultivo de células utilizado como material bioldgico, permite
a anadlise de uma grande quantidade de amostras e determina com maior
especificidade a atividade do agente téxico nas células de um Gnico organismo
(KOCAN et al., 1985; SAITO & SHIGEOKA, 1994).

A sensibilidade aguda dos animais a diferentes compostos toxicos varia muito
de espécie para espécie, e mesmo quando uma espécie adequada é escolhida
como bioindicadora, suas respostas agudas ou crénicas a diferentes compostos
téxicos variam de acordo com outros fatores, como a resisténcia individual, a
predisposicdo genética do organismo além das condi¢gées fisico-quimicas do
ambiente e da ocorréncia ou ndo de relacionamentos sinergéticos entre os
compostos quimicos presentes no local (HAWKINS et al, 1987).
Consequentemente, a utilizagdo apropriada do sistema celular, mostra a
possibilidade em separar as varias alteragdes fisicas e quimicas que interagem com
os organismos prejudicando as reagdes. Por meio disso, permite o estudo de acgdes
especificas no interior das células sem a interferéncia dos efeitos de outros sistemas

(DIPPLE et al., 1983).
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No presente trabalho, foram utilizadas células do peixe Metynnis roosevelti
obtidas a partir de cultivo priméario. Para estudos bioquimicos, as células primarias
sd0 mais utilizadas do que as células de linhagem ja estabelecida. As células
primarias sao consideradas mais eficazes, por refletirem melhor suas fungdes e
atividades que desempenham em seu ambiente natural.

Muitas linhas celulares tem sido cultivadas durante um periodo superior a
dez anos, a biomassa de algumas delas na atualidade, é muitas vezes maior do que
o organismo do que procedem. Essas células, podem apresentar diferencas
significativas tanto em relagao ao cultivo original como entre diferentes cultivos das
mesmas células em laboratérios diferentes. Esta divergéncia de fendtipos pode
ocasionar problemas na interpretacdo e comparagdo de resultados. Uma dessas
alteragbes, seria na taxa de crescimento das células de linhagem, que aumenta
proporcionalmente ao periodo de cultivo. Essa aparente adaptagdo ao crescimento
“in vitro” pode ser acompanhada das perdas das caracteristicas associadas a
amostra original, e mudancas progressivas no numero de cromossomos (MORGAN
& DARLING, 1993).

No cultivo celular primario de células hepaticas de Metynnis roosevelti, os
6rgéos foram colocados em solugdo de Hank, acrescida de antibidticos de amplo
espectro. Os peixes possuem uma flora bacteriana muito diversificada. No caso dos
pacus, foram encontrados cocos e bacilos resistentes aos antibidticos utilizados
rotineiramente em procedimentos de cultivo celular priméario. Com a adigdo de 10
ul/mi de enrofloxacina (Baytril), houve uma diminuicdo de 80%, no indice. de

contaminagcdo bacteriana nos meios de cultura. A enrofloxacina combinada com a
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estreptomicina possui grande atividade sinérgica contra algumas espeécies
bacterianas (FERREIRA, 1997).

Quanto aos procedimentos de cultivo celular primario, para obtengdo das
células em monocamada, foram utilizadas trés metodologias distintas. Na primeira,
os 6rgdos foram seccionados em pequenos pedacos e colocados em contato com
soro fetal bovino; na segunda, o mesmo procedimento foi.realizado, s6 que ao invés
de utilizar o soro fetal bovino foi utilizado o soro do material bioldgico; na terceira, foi
feita a dissociagao celular enzimatica com a solugéo de tripsina versene a 0,25%.

Com os resultados obtidos, foi verificado que com a utilizagdo da tripsina,
enzima que cliva a maioria das ligagdes peptidicas que se segue a radicais de
Argenina e Isoleucina (STRYER, 1992), as células hepaticas iniciaram o seu
processo de diferenciacdo em fibroblastos apés quatro dias . Além disso, houve
90% de confluéncia da monocamada em 15 dias.

Esses resultados, refutam as afirmagbes de BERRY & FRIEND (1969) e
SEGLEN (1973) apud FLOURIOT, (1993), que verificaram, que a dissociag¢ao
enzimatica dos tecidos, destroem as interagbes intercelulares, inviabilizando as
fungdes e diferenciagdo das células.

Com a utilizagdo do soro fetal bovino, isto sé ocorreu apés 21 dias no meio
de cultivo; com uma confluéncia de 60% da monocamada (CHEN et al., 1988).

Com o soro do préprio material biolgico, as células iniciaram seu processo
de adeséo e diferenciacdo muito lentamente, aproximadamente 10 dias, mas n&o se
desenvolveram o suficiente para formar uma monocamada.

Em trabalhos realizados, para o estabelecimento de técnicas de cultivo

primario de elasmobranquios, relatam que o soro do proprio tubardo ou raia, foi
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toxico para o cultivo primario em monocamada, n&o permitindo, a ades&o adequada
e posterior crescimento da célula (HARTMANN et al., 1992). Por outro lado, Kocal et
al., 1987, observou em estudos realizados com trutas, que o soro do préprio material
biolégico em pequena quantidade, 1,25%, proporcionou melhor adesdao e
propagacao dos hepatocitos no meio de cultura. No mesmo trabalho, outros autores
citados na discussao por KOCAL, 1987, verificaram que a utilizagdo do soro do
peixe, limitou a eficiéncia da adesao celular em comparagido com o soro fetal bovino;
MAITRE et al., 1986, comenta que o soro da truta, ndo alterou significativamente na
adesao celular em meio de cultura, corroborando com as afirmagdes de HARTMANN
et al.,1992, citado anteriormente e 0os resultados encontrados do presente estudo.

O meio de cultura F10-199, foi modificado pela adicdo dos fatores de
crescimento epidermal L-Glutamina 2 mM (CHENG et al., 1993; KOCAL et al,,

1987), insulina 10 pug/mi (HAYASHI & OOSHIRO,1986; HIGHTOWER, & RENFRO,

1988; LIPSKI, et al., 1986) e 50ug/mi de fibronectina (CHENG et al., 1993; HIRATA
et al., 1983).

A insulina, tem um papel efetivo na mitose e na sintese de DNA nas células
hepéticas de peixes ( WATANABE, 1986 ). Além disso, promove o aumento da
concentragio de glicose e de aminoacidos no meio intracelular (CHEN et al., 1993);
O meio deficiente em insulina, afeta notaveimente a morfologia de células hepaticas
(HAYASHI & OOSHIRO, 1986)

A fibronectina sendo um importante componente da matriz extracelular,
possibilitou uma melhor adesdo e diferenciagdo das células, regulande a
organizacao das proteinas do citoesqueleto, A fibronectina a nivel de plasma é uma

protease resistente classificada em duas categorias de acordo com sua atividade
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funcional. Uma categoria, inclui proteinas que contém sitios de ligagdo especificos
para moléculas e macromoléculas incluindo colageno, proteoglicanas, fibrina,
gelatina, heparina e actina. A outra categoria, pode ser reconhecida por células ou
bactérias especificas.

A regido da fibronectina que se liga a célula estd localizada na éarea da
molécula que possui 250-310 pares de bases de amonoacidos amino terminais, da
seguinte sequéncia de aminoacido Arg-Gly-Asp-Ser (PIERSCHBACHER et al.,
1983).

CHEN et al,, 1993, afirmou que com o meio modificado pela adigdo de
fibronectina, houve uma eficiéncia de 90% na confluéncia da monocamada, no
cultivo primario de hepatdcitos de truta, em comparagéo com outros substratos.

Em células malignas ou transformadas, a fibronectina € geralmente muito
reduzida ou ausente. Mas, em células fibroblasticas normais, sua quantidade na
superficie glicoproteica é muito grande, tendo sido indicada para um aumento na
confluéncia de fibroblastos dipldides, e para manter as caracteristicas morfolégicas e
atividade enzimatica dos hepatdcitos durante o cultivo Nesse mesmo trabalho,
HIRATA et al., 1983, verificaram que a fibronectina, pode promover a conexéo entre
as células de hepatdcitos fetais, e prolongar seu crescimento e habilidade para
producéo de albumina alfa-fetoproteina (AFP).

Testes de imunofluorescéncia para albumina em preparagdo de hepatécitos,
mostraram uma porcentagem de albumina-positiva, em mais de 90% das células
provenientes de figado de adultos e 80% das células de figado de fetos e neonatos.

CHENG et al, 1993. e FLOURIOT, et al., 1993 verificaram que em culturas de
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hepatdcitos de peixes, o nivel de RNAm actina € um pouco elevado e o de RNAm
albumina mais baixo do que in vivo.

Foram realizados os testes de citotoxicidade in vitro com células hepaticas
de Metynnis roosevelti em cultivo, para determinacdo da concentracao letal, capaz
de provocar a morte de 50% das células apds a inoculagdo do herbicida 2,4-
D+MCPA, num periodo de 24 horas. Para os calculos da concentragéo letal do
herbicida, foi utilizada a férmula de Sperman Kaerber, e com os resultados obtidos,
foi verificado que a concentragéo letal para essa espécie de peixe foi entre 0,0275 e
0,03162 g/l.

Em trabalhos realizados com o mesmo principio ativo 2,4-D+MCPA,
MUNHOZ, 1993, encontrou valores semelhantes com a espécie de peixe nativo
Prochilodos scrofa, Curimbata. A concentragao letal do herbicida determinada para
essa espécie através de bioensaios realizados in vivo foi de 0,0331 g/l.

A concentracido do 2,4-D em aguas de utilizagdo publica, segundo a
recomendacgéo da FEDERAL WATER POLLUTION CONTROL ADMINISTRATION,
1972, & de no maximo 0,02 mg/l.

Apesar da concentracdo letal ter sido especificada em 0,03162 g/l, a
concentragao mais baixa do herbicida, 0,0275 g/ml causou acéntuados danos nas
células hepaticas, observadas ao microscdpio invertido IM, logo apos 30 minutos da
inoculagio do 2,4-D+MCPA

A monocamada celular nas microplacas, com 100% de confluéncia, foi
parcialmente destruida e as células afetadas, logo apo6s a inoculagdo do herbicida,
ficaram com o citoplasma altamente vacuolizados. Esses resultados corroboram com

os trabalhos de JOINEAU et al., 1997, onde foi utilizado a mesma metodologia dos
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testes de citotoxicidade e a mesma concentragcdo do herbicida, com células de
linhagem de suinos PKjis, Apds poucos minutos de inoculagdo do herbicida,
observou-se os mesmos resultados do presente trabalho, ERNE, 1966, comprovou
que o 2,4-D quando empregado em condigdes laboratoriais, em algumas espécies
animais, atinge o pico de concentragdo plasmatica no figado e rins, em poucas
horas: aves em 2 horas, e mamiferos entre 4 e 7 horas. BERNDT et al., 1973,
observou que o 2,4-D pode se acumular nos rins de animais tratados através de
mecanismos de transporte ativo ndo detalhados. Pois 0 2,4-D, possui propriedades
de translocagcao nos organismos, tanto vegetais quanto animais, que ainda s&o
desconhecidas.

Desse modo, as afirmagdes de ALMEIDA et al., 1962, que o 2,4-D+MCPA
age por agao sistémica afetando o crescimento de ervas daninhas, podendo com
tudo, ser considerado atéxico pelos animais tera de ser melhor analisada.
ROBERTSON, 1970, sugere que os acidos clorofenois e clorobenzeno possuem
uma moderada ou baixa toxicidade aguda para mamiferos, mas que o metabolismo
de excregdo dos acidos clorofenoxiacéticos em animais, ndo tem sido devidamente
estudados.

Apesar de ambos os testes de citotoxicidade, terem se complementado,
recomenda-se, que para o teste da absorbancia, segundo a metodologia descrita
anteriormente, seja utilizada células de linhagem ja estabelecida, pois foi verificado
uma pequena variancia, nas leituras de absorbancia dos pocinhos da microplaca. A
hipétese, é de que o cultivo celular primario ndo apresenta uma uniformidade na

densidade da monocamada, como as células de linhagem ja estabelecida, além
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disso, a atividade enzimatica dessas células, por ndo serem genotipicamente iguais,
varia muito de lote para lote.

Para determinagéo da concentragdo de oxigénio nas células hepaticas de
Metynnis roosevelti submetidas a varias concentragbes do herbicida
diclorofendxiacético 2,4-D+MCPA, foi utilizado, o polarégrafo com eletrédio de
oxigénio e sensor de temperatura. Por ser de rapida execug&o e muito preciso, esse
método tem sido amplamente utilizado em diferentes situagbes experimentais
(LUCCHIARI & HOSHINO,1980; NIERO & MALUCELLI, 1995)

Nos experimentos realizados, foi verificada a necessidade de trocar a
membrana de celulose, que envolve o eletrodo de platina, em cada nova
determinacdo na velocidade de consumo de oxigénio. Quando, em nova
determinag&o do consumo de oxigénio, utilizava-se a mesma membrana de celulose,
o eletrodo nac correspondia ao consumo de oxigénio na superficie da camara de
reacao, verificando o estado metabdlico normal das células utilizadas, chegou-se a
conclusdo, que o problema estava diretamente relacionado a membrana do eletrodo,
quando utilizado o 2,4-D+MCPA, nas condi¢gdes experimentais do presente trabalho.
Uma explicacdo, para tal fato é a de que, sendo o 2,4-D+MCPA, um herbicida que
possui propriedades de rapida translocacdo através de membranas celulares, tanto
de animais e como em plantas, ele se ligaria a membrana de didlise utilizada em
torno do eletrodo, constituida inclusive de celulose, interrompendo o fluxo de
elétrons e a subsequente reacdo, a qual determina o consumo de oxigénio pela
célula.

Nas determinacgdes feitas em polarografo, foi observado que nao ocorreu

sensivel incremento no consumo de oxigénio em comparagcdo com a respiracao
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enddégena, quando na presenga de substratos como a glicose 0,5M, o succinato
0,5M ou o a-cetoglutarato 0,5M. O meio de cuitivo, onde as células foram mantidas
durante o experimento era muito rico em aminoacidos, vitaminas e sais minerais.
Talvez, esse seja um dos motivos, da respiragdo enddgena das células, ser tdo alta
em relacdo aos substratos utilizados. Ainda, a respeito da respiragdo endégena, ela
se mostrou uniforme em todas as determinacdes feitas para a mensuragdo do
consumo de oxigénio das células hepaticas de Metynnis roosevelti

Utilizando-se, apenas os dados da respiragdo endogena, foi observado uma
inibicdo na velocidade de consumo de oxigénio de 54,4%, na concentracdo média
do herbicida (0,00275 g/ml), 33,4% na concentragdo mais alta (0,0275 g/ml) e 14,4%
na concentragdo mais baixa (0,000275 g/ml). O mesmo, ocorre quando adicionamos
glicose 0,5M como substrato, na concentragcdo média a velocidade de consumo de
oxigénio foi inibida em 84,26%, na concentragcdo mais alta em 68,6% e na mais
baixa 37,1%. Com o a-cetoglutarato 0,5M, a concentragdo média também inibiu em
maior indice a velocidade no consumo de oxigénio, 99,9%, apesar da diferenca
entre a inibicdo da concentragéo alta, ndo ser muito diferente 98,9% e a mais baixa
em 25%. Com os resultados obtidos, pode-se sugerir que a concentragdo média do
2,4-D+MCPA, é a ideal no caso dos substratos citados anteriormente, para que
ocorra uma inibi¢do na fosforilacdo oxidativa, preenchendo os sitios ativos das
enzimas .de uma forma mais complexa. ROBERTSON et al., 1970, aborda o
envolvimento do 2,4-D como um agente desacoplador ou inibidor da fosforilacio
oxidativa com enzimas localizadas na membrana mitocondrial externa. ERNE, 1966,

e METCALF, 1979, propée que o 2,4-D pode se ligar fisicamente a proteina
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enzimatica, de tal modo que, em baixas concentragbes, aumente a atividade
catalitica das enzimas e em altas concentragdes diminua a atividade das mesmas.
Verificou-se, que utilizando o succinato como substrato, ha uma inibicao de
66,7% nas trés concentragdes do 2,4-D+MCPA, citadas anteriormente. Com o
succinato utilizado como substrato, a concentragdo mais baixa do herbicida foi o
suficiente para inibir a respiragdo celular nas mesma propor¢do que nas outras
concentragdes. MUNHOZ, 1993, em seus experimentos realizados no respirometro
de Warburg, observou que suspensdes mitocondriais hepaticas preparadas a partir
de animais expostos ao herbicida, na dilui¢do de 0,1 mi/l, comprometeu em 90% sua

capacidade normal em oxidar o succinato.
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6. CONCLUSOES

e As células hepaticas de Metynnis roosevelti mostrou ser um excelente material
biolégico para cultivo celular primério;

e processo de obtengdo das células, no caso a dissociacéo celular enzimatica
através da tripsinizag@o, para o estabelecimento de técnicas para o cuitivo primario,
influenciou diretamente na confluéncia da monocamada;

e A utilizagdo de L-Glutaming, fibronectina e insulina, mostrou ser imprescindivel
para o desenvolvimento do cultivo primario de células hepéaticas de Metynnis
roosevelti;

e A concentragdo letal média das células hepaticas de Metynnis roosevelti em
cultivo primario expostas ao herbicida por 24 horas, foi estabelecida entre 0,0265
g/ml e 0,03162 g/ml em ambos os testes de citotoxicidade;

e material bioldgico utilizado, mostrou ser suscetivel ao 2,4-D+MCPA, em todas as
concentracdes utilizadas em ambos os experimentos de citotoxicidade;

¢ Na determinacdo do consumo de oxigénio pelas células hepaticas de Metynnis
roosevelti com a utilizagdo do enddgeno, glicose 0,5M e a-cetoglutarato 0,5M, a
concentragdo do 2,4-D que causou maior inibicdo do consumo de oxigénio foi de
0,00275g/ml;

e A velocidade no consumo de oxigénio quando utilizado o succinato 0,5M como
substrato, foi inibida em 66,7% em todas as concentragbes do herbicida,

respectivamente: 0,0275g/ml; 0,00275 g/ml e 0,000275g/ml.
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