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ABSTRACT - “In vitro” citotoxicity of 2,4-D + MCPA (2,4-dichlorophenoxyacetic acid + 4-chloro-2-
methylphenoxyacetic acid) tests were carried out with primary cultures of hepatic cells from Metynnis
roosevelti (Pisces, Teleostei, Characidae). To establish the CLs, values, two different methods were used: the
measurement of cell viability by means of “neutral red” and by the direct microscopic observation of the
defective cells by means of an IM inverted microscope. The average CLs, value of the hepatic cells in primary
cultures exposed to the chlorophenoxyacetates used, has been established between 0.0265 and 0.0312 g/ml.

RESUMO - Células hepaticas de Metynnis roosevelti obtidas de cultivo celular primario foram submetidas a
ensaios de citotoxicidade “in vitro” com os principios ativos 2,4-D+MCPA (4cido 24
diclorofenoxiacético+acido 4-cloro-2-metilfenoxiacético). Para determinagdo da CLsy foram utilizados dois
métodos: um por meio da viabilidade celular com “vermelho neutro” e outro através da observagdo direta das
células afetadas com microscopio invertido IM. A CLs, média das céluas hepaticas de Metynnis roosevelti em

cultivo primario expostas ao 2,4D+MCPA por 24 horas, foi estabelecida entre 0,0265 g/ml e 0,0312 g/ml.

Introducao

Estudos de citotoxicidade in vitro utilizando
culturas de células de peixes, tem sido
desenvolvidos para diferentes aplicagdes (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 e
QUIMBY (1969), realizaram os primeiros estudos
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 compara¢do com a de outras espécies animais.
As células em cultivo de peixe, mantém seu nivel
normal de atividade enzimatica melhor do que as de
mamiferos. Em consequéncia, possibilitam a
determinacdo da toxicidade de substancias
quimicas, com maior sensibilidade, rapidez e
menores custos (AHNE, 1985; SEGNER et al.,
1994).

Testes de toxicidade com animais sdo
freqlientemente utilizados na investigagdo dos
efeitos da contaminacdo do meio ambiente. Alguns
testes sdo limitados pelo numero de animais que
podem ser economica e convenientemente
estudados, por problemas em obter animais de
linhagens puras e em perfeito estado fisiologico, e
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 toxico nas células de um unico
organismo (KOCAN er al, 1984; SAITO e
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 cronicas a diferentes compostos toxicos
variam de acordo com outros fatores, como a
resisténcia individual, a predisposi¢do genética do
organismo, além das condigdes fisico-quimicas do
ambiente e da ocorréncia ou ndo de
relacionamentos sinérgicos entre 0s compostos
quimicos no  local (HAWKINS, 1987,
HAKANSSON et al., 1991). Consequentemente, a
utilizagdo apropriada de células isoladas em meio
de cultivo, possibilita separar as varias alteragdes
fisicas e quimicas que interagem com oS
organismos prejudicando as reagdes. Por meio
disso, permite o estudo de agdes especificas no
interior das células sem a interferéncia dos efeitos
de outros sistemas (DIPPLE e BIGGER, 1983).

Na década de sessenta, os pesquisadores ja
utilizavam testes de citotoxicidade in vitro com
células em cultivo de peixes para detectar os efeitos
causados por agentes tOxicos em organismos
aquaticos. Em 1965, PICKERING e VIGOR apud
RACHLIN ¢ PERLMUTER, 1968, determinaram a
toxicidade de metais pesados na embriogénese de
salmonideos; RACHLIN ¢ PERLMUTER, 1968,
verificaram redug@o na replicacdo celular de uma
cultura de células de peixes da familia dos
salmonideos, expostas ao zinco por 96 horas.

Recentemente, com o aumento na utilizagdo de
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agentes toxicos de ordem natural ou antropogénica
e conseqiiente degradacdo ambiental (KOCAN et
al., 1984), sdo inimeros os trabalhos realizados que
utilizam células de peixes em cultivo como
instrumento de estudo para avaliagdo da
contaminag@o do ambiente aquatico (PARKINSON
e AGIUS, 1988; BABICH ¢ BORENFREUND
1987a; SAITO et al., 1991).

O presente trabalho (SALVO, 1997) teve como
objetivo, realizar testes de citotoxicidade “in vitro”
com células hepaticas de Metynnis roosevelti em
cultivo primario, utilizando os principios ativos 2,4-
D+MCPA. nas seguintes concentragdes: 0,0275
g/ml;  0,00275 g/ml e 0,000275 g/ml. A
concentra¢do letal média do herbicida, ficou em
torno de 0,0275 g/ml, para as células hepaticas de
Metynnis roosevelti em cultivo primario.

Metodologia

Com a obtengdo das células hepaticas em
monocamada de Metynnis roosevelti, semeadas em
microplacas de poliestireno Falcon na densidade de
3 x 10" células por ml com meio F10-199
modificado pela adicdo de L-glutamina 2mM
(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;
LIPSKY et al., 1986) e 50ug/ml de fibronectina
(Gibco BRL, Bovine Plasma Fibronectin) (CHENG

Tabela 1. Namero total de semeaduras nas microplacas.

et al, 1993; HIRATA, et al, 1993) foram
realizados os testes de citotoxicidade in vitro de
acordo com a metodologia de BABICH e
BORENFREUND, (1987 a.b,c,de,f). Células
hepaticas de peixes da familia Characidae foram
incubadas em camara de CO, a 5% e temperatura
constante de 30° C por 24 horas. 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 dilui¢des (107,
102, 103,10%, 107, 10%) para determinagdo do
CLs; (Tabela I). Apds esse periodo, o meio com o
agente a ser testado foi removido e substituido pelo
meio F10-199 contendo 50 pg/ml de “vermelho
neutro”. As microplacas, foram entdo incubadas por
3 horas para permitir que o corante lisossomas das
células viaveis, que ndo foram prejudicadas pelo
agente a ser testado, no caso o  herbicida
diclorofenoxiacético (2,4-D+MCPA).
Posteriormente, o meio com “vermelho neutro” foi
removido, e as células rapidamente enxaguadas com
fixador (formaldeido 4% e CaCl, 1%) adicionando-
se, entdo, a cada pogo 0,2 ml da mistura de acido
acético 1% com etanol 50% para a extragdo do
corante. Apos 20 minutos & temperatura ambiente e
uma rapida agitacdo, a placa foi transferida para o
espectrofotometro ATC 340 Labtene com filtro de
540 nm para medir a absorbancia. Apds a adigdo de
“vermelho neutro”, a populagdo celular submetida ao
estresse pelo agente a ser testado, foi observada em
microscopio invertido IM.

Dilui¢oes do 2,4-D+MCPA em g/ml

Controle 10" 107 10” 10* 107 10°
480 288 288 288 288 288 288
INDICE DE TOXICIDADE DO HERBICIDA 2.4- Calculando-se o anti-logaritmo,  tém-se a

D+MCPA

Para determinagdo da diluigdo do herbicida
diclorofenoxiacético, ¢ o estudo de seu efeito toxico
(CLsy), foi utilizada a formula de Spearman Karber
(BERQUO et al., 1981):
S Tso=t + At, onde
t" = maior diluicio do herbicida diclorofenoxiacético
que causou efeito toxico em oito (100%) dos pocinhos
da microplaca; At = nimero de pocinhos afetados
(onde a monocamada celular foi parcial ou totalmente
destruida), em t* e em dilui¢des maiores dividido por
oito menos 4/8 (50%);

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

At=0,5
Y Ts=t +At
3 Tso- 10710

diluicdo do herbicida que quando utilizada causara
efeito toxico em 50% dos pocinhos.

Resultados e Discussiao

INDICE DE TOXICIDADE DO HERBICIDA 2,4-
D+MCPA. Com o herbicida 2,4-D+MCPA,
adicionado as células hepaticas em cultivo nas
diferentes concentragdes, ap6s 24 horas foi feita a
contagem dos pocinhos afetados (Tabela 1) através
do microscopio invertido IM. Esses resultados estdo
expressos nos calculos abaixo:

Calculo da Diluigéo do
diclorofenoxiacético (2,4-D+MCPA)
Determinagdo da CLs:

T Tso=t +At

t*=1.0

Herbicida



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

At=0,5
Y Ts=t + At
> Tso- 107
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anti-log 1,5 =1:31,62

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

IT 50% = 0,03162 g/ml

Tabela 2. Valores de absorbancia (nm) 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.

Controle Concentragdes do 2,4 D + MCPA
0,0275 g/ml 0,00275g/ml 0,000275g/ml
0,782 0,374 0,442 0,584
0,748 0,371 0,444 0,509
0,783 0,381 0,427 0,557
0,664 0,382 0,493 0,534
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 0,517
0,784 0,382 0,427 0,541
0,631 0,396 0,487 0,584
Média | 0,707 0,36941667 0,45425 0,5755

Absorbancia (nanémetro)

0,8

0,7 -
0,6
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

Controle 0,0275 0,00275  0,000275

Concentracgées do 2,4-D + MCPA g/ml

Fig. 1. Representagdo 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.

Absorbancia (%)

50
40
30
20
10

0,0275 0,00275 0,000275

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

Fig. 2. Representacdo grafica da percentagem de absorbancia obtida em teste de citotoxicidade in vitro de células hepaticas
de M. roosevelti em cultivo expostas a diferentes concentragdes do herbicida 2,4 - D+MCPA.



48

L.M. SALVO; R.T.B. RICHARTZ; M.E.G. JOINEAU; M.I.C. MALUCELLI; M. BACILA

Os valores obtidos na tabela 2, demonstram que em
células afetadas, a absorbancia do “vermelho neutro”
diminui em comparacdo com a das células controle.
Os lisossomas das células viaveis irdo absorver o
“vermelho neutro”, portanto com a adi¢io do etanol
50% mais acido acético para a extracdo do corante, a
solugdo se tornara mais corada, sendo proporcional ao
numero de células viaveis, ou seja, que ndo foram
submetidas aos efeitos do 2,4-D+MCPA (Fig. 1 e 2).

Apesar de ambos os testes de citotoxicidade, terem
se complementado, recomenda-se, que para o teste da
absorbancia, segundo a metodologia descrita
anteriormente, sejam utilizadas células de linhagem ja
estabelecida, pois foi verificado uma pequena
variancia nas leituras de absorbancia dos pocinhos da
microplaca. A hipdtese ¢ de que o cultivo celular
primario n3o apresenta uma uniformidade na
densidade da monocamada, como as células de
linhagem ja estabelecida, além disso, a atividade
enzimatica dessas células, por ndo serem
genotipicamente iguais, varia muito de lote para lote.
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