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ESTUDO DA CINETICA DO CRESCIMENTO CELULAR EM CULTURAS DE
CELULAS RENAIS, TRATADAS COM CITRININA
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YAMAMURA, A A M. LAGROTA, M. H. C.;CRUZ, L. C. H., ROCHA, M. A. — Estude da cinética do crescimento celular

em culturas de células renais, tratadas com citrining.

RESUIMO

{F efeita citordxico da citrining sobre trés nkagens de odlulas venais; LLOCME o, FERIS ¢ MDEKR, foi extudady congide-
rando o fato de que a vim & o dredo alve afetads pelg citriming, A cirrining aiwow itensgmente sobve o cresefmento celular,
tribindo-o salvetiedo was primeivas. A culivrvg de céluley LLCME 5 apresenton um decrdscinm soenfuado de culidve fratado
conn a micotoxing, comt 24 horas de incubaedo, € mesmo ocarrei com os cultives PE-1S ¢ MDEE, pordm com micnor inten-
sidade. As afirmacdes acima mencionaday foram confirmiadas através de andlise esrativticg.

PALAVRAS-CHAVE: Jirrinning; Cliotoxicidade: Ciilturs de céfilas,

1 — INTRODUCAOD jEo (Scolt et al, 1970; Saito et al, 1971; Krogh et al, 1973,
FPier, |51

Dentre as micotoxinas responsdveis por intoxicagdes A citrinina ¢ uma micotoxina nefrotoxica para todas
no homem & nos animais, encontra-se a citrining, que ¢ uma as espicics animals as quais tem side administrada, incluin-
micotoxing produzida por virias espéoies de Penicillium, do suinos. cies e animais de laboratorio (Ambrose & De
3 i ek R - . . . .
incluindo P, citrimen ¢ P pividicetum, ¢ por algumas espié- Eds, 1946; Sakai, 1955; Tsunoda, 1953; Ramadoss et al,
cies de dspereilius (Saito et al, 1971 E encontrada no 1973; Carlton & Tuite, 1970, Ames ef al, 1976; Roberts et
trigo, cevada, aveia, centfeio, milho, arroz, amendoim ¢ fei- al, 1978; Philips Haves. 1978; Vesela et al, 1983 ; Barbosa,
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1985; Rosa et al, 1985

A citrinina tem sido encontrada em prios de cereais,
juntamente com a ochratoxina A, causando a nefropatia
micotdxica sufna (Scott et al, 1972; Krogh et al, 1973),
tendo sido correlacionada, também, com intoxicagtes em
bovines (Pier, 1981,

Mg manifestagies toxicas no organismo animal, re-
presentadas tanto por alleragfies no padefo metabdlico
como na eficiéncia funcional de Arzdos especificos, sdo
ainda secundirios ds alteragdes que ocorrem dentro da
célula. Por este motive, € de grande importincia o estudo
das alteracdies celulares causadas pela citrinina. Neste nivel
as alteragdes intracelulares, tanto morfoldgicas quanto his-
pateldgicas, podem estar relacionadas ao metabolismo de
tecidos especificos. Torna-se possivel abranger uvma varieda-
de de tecidos e espéeies, quando se utiliza eoltivos celulares,
assim como uma variagdio de dose em intervalos de tempo
que podem ser impraticdveis Yin vivo™ (Rofe, 1971).

Lompe & Milezewski (1972} utilizando cultivos celu-
tares (trés linguagens humanas ¢ duas de sufnes), determina-
ram 08 efeitos citopdticos, intbico do crescimento celular
¢ as alteragdes morfoldgicas produzidas por dezessels mico-
toxinas, incluinde a citrinina, Esses autores também obser-
varam que as alteragBes toxicas variavam com o tipo de cé-
lulas emprepadas.

O objetivo do presente trabalho fol verificar se a ci-
trinina alterava a viabilidade ¢ crescimento celulares,

2 — MATERIAL E METODOS

Foram empregadas trés culturas de células de linha-
gemy continua: LLC-MEK ., — células epitelidides de rim de
macaco Rhcsus {Mecaca pielefa ), PE-15 — células epitelidi-
des de rim de suino (Sus serofa) e MDBE — células epite-
lidides de rim de bovina { Bos faurms ).

A citrinina  cruea obtida de Pesdeilliven oftrinum
Them, cultivado em meio liguido (Cruz et al, 19828), foi
purificada por cromatografia cm smini-coluna com silica
gel 5 (0.063-0,2 mm) (Crux & Rosa, 1932a).

A solucio estogue de citrining fol diluida, imediata-
mente antes do uso, na proporgio de 1D em meio de

Lagle, obtendo-se desta forma uma “solugfo-mie™ conten-

do citrining na concentragio de 1000 upesiml de estreptomi-
cina, 100000 Uliml de penicilina ¢ 0,025 mg/ml de fungi-
zona, As suspensoes celulares (aproximadamente 3 x 10°
célulds/m!) foram distribuidas em tubos 13 x 100 mm.

As cflulas vidveis foram contadas em tempos diferen-
tes, apds contato com a miloxicina, tomando como pard-
metra de comparagdo células cultivadas normalmente (sem
a toxinal.

A determinagfo da cindtica do crescimento celular

basgou-se no método descrito por Roper et al (1976) em”

que sTo utilizadas suspensdes das diferentes linhagens ce-
Iulares, contendo aproximadamente 3 x 10¥ células/ml

As suspensdes continham meio de crescimento com
micoloxing na concentracdo mdxima ndo téxica: LLC-ME
{5 pafml), PE-15 ¢ MDBE {10 yg/ml) e meio de crescimen-
ta isento de micotoxing (controle de células). Estas suspen-
siies foram distribuidas em fubos de ensaio (13 x 100 mm)
¢ incubadas a 37°C.

A cada 24 horas, apds a incubagio ¢ durante trés dias
consecutivos, foram retirados ao acaso, dezoito tubos de
cultura de células, sendo gue nove deles com cresclmento
em presenga de micotoxina e nove culfivos controle.

10

A seguir, estas culturas foram tripsinizadas pela adi-
cdo de 0.5 ml de tripsinafverseno. Logo apds a monocama-
da ter se soltado foi adicionado 0,5 ml de meio de Eagle
com 10% de sopro bovino. A suspensfio fol homogeneizada
e retirado um volume de 0.3 ml, ao gual adicionou-z2 0.5
ml de sosinz a 1%,

A contagem das células vidveis, isto €, aquelas que ndo
se coravam pela eosina a 1%, foi feita em cdmara de Neu-
bauer {(Lompe et al, 1979 Lorkowski et al, 1980},

O35 resultades foram analisados conforme o modelo
matemndtico:

Yijk =11 % T'i + Dj “F {er:}ij + Eljk.

Yi_ik = ohservagies das varidveis citadas no tratamento i, no
dia j, & interagfo de tratamento i com dia j.

u = média peral.
T; = efeito do tratamento i.
{TD]ij = efeito da interagfo tratamento i ne dia j.

Dj = efeito do dia j.

Eijk = prro experimental.

Para estas andlises estatisticas fol utilizado o progra-
ma AVRPOL (Euclydes et al, 1979), que consta de andlise
de varigncia ¢ regressio polinomial,

Fara ¢ contraste de médias foi utilizade o método de
Tukey conforme Gomes, 1987,

3 — RESILTADOS

Os valores das médias estimadas dos controles de célu-
las dos cultivos LLC-ME,, MDBE & PE-15 foram maiores
em relagdo aos valores das médias dos cultivos tratados com
citrinina. Este resultado pode ser confirmado pela abserva-
gio dos respectivos grificos de cada cultive (Figuras 1, 2 ¢
3.

—biLog
n [P
om [

L n
R
t

I
I

Conirele

1"
.I'\
i

T Litrinina

n
Li

-
~

24 A5 72

— hioras

FIGURA 1: Cinética do crescimento celular do cultive LLC-MEg
com nimeres de células expressos em logaritmos.
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FIGURA Z: Cinttica do crascimeanio calular do cultive MDBE,
cam nimeras de cilulas expressos em logaritmos.
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FIGURA 3: Cindtica do erescimanto colular do cultive PE-15,
com nimeras de células expressos em logaritmaos,

Cuando realizada a andlise de vardncia, os resultados
de interagZo entre os dois tratamentos (controle e cultivo
com citrinina) para os cultivos celulares MDBK ¢ LLC-MK,
apresentaram significincia ao nivel de 5% de probabilidade
{Tabelas 1 ¢ 2).

Para o cultive celular PK-15 os resultados da intera-
¢80 entre os tratamentos apresentaram significdncia ao nivel
de 1% de probabilidade (Tabela 3).

Os resultados de interag3o dos intervalos de tempo
para cada um dos dois tratamentos apresentaram significin-
cia ag nivel de 1% de probabilidade para os cultivos MDBK,
PK-15 & LLC-MK. (Tabelas 1,2 e 3).

TABELA ]

RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DAS CONTAGENS DE
CELULAS DO CULTIVO CELULAR LLC-ME; CONTROLE E
TRATADO COM CITRININA, NUMEROS DE CELULAS/ml.

FATOR DE GRALUS DE QUADRATH
VARIACAOD LIBERDADE MEDIO
tratamento 1 198198 =
horas 3 ) ARIG40 we
tratamento x

haras 3 0,176090 =+
mesrdun [ (LO3R%01

+ Sipnificincia a nivel de 3% de probabilidade
** Significincia a nivel de 1% de probabilidade

TABELA 2

RESUMD DA AMNALISE DE YARIAMNCLA DAS CONTAGENS DE
CELULAS DO CULTIVO MDEE E TRATADO COM CITRININA,
NUMEROS DE CELULAS/ mI

FATOR DE GCRAUS DE QUADEADO
VARIACAD LIBERDADE MEDID
tratamento 0 6GERSL =
hoTas 3 (L393250 *=

tratamento X

haras 3 09309 n.s,

pesidno [ 0024136

¥ Significincia a nivel de 5% de probabilidade
#= Sionificdncia & nivel de [ de probabilidade
5,0 nio significativo

TABELA 3

RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA DAS COMNTAGENS DE
CELULAS DO CULTIVO PR-15 CONTROLE E TRATADD COM
CITEININA, NUMEROS DE CELULAS mI,

FATOR D_?E GRALUS DE OUADRATDCY
YVARIACAQ LIBERDADE MELDO
tratamenta ! 3.22§315 *%
horas 3 [ 2R4075 ww
iratamenio X

horas 3 0026298 fis,
resrdun hd OAF2ELTL

w+ Kigniticincia a ndvel de 1% de probabilidade
f.s,: nae signilicative
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s resultados de interagfo dos tratamentos versusin-
tervalos de fempo apresentaram significdncia ao nivel de
5% de probabilidade apenas para o cultivo celular LLO-ME .
i Tabela 1), -

4 — DISCUSS5AQ

Sepundo as ansdlises estat (sticas dos valores das médias
estimadas, ocorreu uma redugdo do crescimento celular nos
cuktivos celulares PE-15, MDBE e LLC-ME S tratados com
citrinina na concentragde méxima nio toxica de 10 uglml,
correspondents aos dois primeiros cultivos e de 5 pgiml ao
terceirn cultiva.

Mas andlises de interacdo entre as culturas de células
tratadas o nda iratadas, o cultivo PEK-15 demonstrou uma

dais cultivos estudados,

s resultados de interagfo dos tratamentos versus in-
tervalos de tempo dos cultivos celulares PE-15 e MDEBK nao
revelaram significincia com relagdio aos scus respectivos
controles, ou sejo, d medida gue o tempo em horas, decor-
ren, o efeito inibidor da citrinina sobre as células manteve-
se constante desde o infcio.

Nas primeiras horas apds 2 adigdo de cifrinina, ocor
rel uma agfio dristica sobre as células cultivadas com uma
posterior recuperagio lendo sido mantide um crescimento
celular paralelo ao controle, mas sempre reduzido em rela-
cio a este. Bfeito semelhante foi obtido em células de hepa-
toma tratadas com citrinina nas concentragBes de 2,3 pgiml
£ 6,26 pe/ml (Lorkowski et al, 1930), com um decréscimo
do nomere de céhulas lopo apds a adicio da micotoxina,
permanecendo o seu ndmero constante nos periodos de in:
cubagdo subsequentes. Este fato pode ser explicado confor-
me pesquisa realizada com o cultivo de cflulas de hamster
chinés V79-E (Thust & Kneist, 1979), em que a5 células afe-
tadas pela citrinina foram capazes de entrar em mitose apos
uma demora extremamnente longa em seu ciclo.

Apenas o cultive celular LLC-ME, apresentou signi-
ficincia nos resultados de interagfo dos Tratamentos versus

intervalos de tempa, denotando que com a duragio dos efei-
tos causados pela micotoxina houve uma agio continua so-
bre a capacidade reprodutiva das células cultivadas “in vi-
tra™.

Roper et al {1976) consideram gque o Gnico critério
para detectar a morte celular, nas populagbes de células em
proliferagsio, é a avaliagfo da capacidade de reproduzirem-se
indefinidamente, A morte celular, segundo 05 autores, €
consequéncia de interagdes enfre o tipo, a extensdo e a du-
racio dos danos causados por um agente, Impedindo a repa-
racia dos danos causados #s células. A cessagdo completa da
reprodugia celular, consequents a um efeito citotdxico de-
terminado pela citrinina (na concentragio de 2.5 ug/ml) €
causada pela inibigio da sintese de dcidos nucleicos e pro-
teinas sepundo experimentos realizados por Lorkowski et al
(9807 e Creppy et al (19580),

A avaliacfio das interacBes dos intervalos de tempo,
para cultivos tratados e nfZo tratades, determinou resultados
com significincia para os trés cultivos celulares estudados,
indicando que com o passar do tempo lanto as culturas tra-
tadas quanto as nfo tratadas tinham o seu crescimento ini-
bido. Mas cuolturas de eélulas controle isto se deve 4 inibig#io
por contato, que ccorre normalmente em células cultivadas
“ig witro™ (Dulbeceo & Ginsberg, 1979,

5 — CONCLUSOES

[ A citrinina atuou infensamente sobre o cresci-
mento celular, inibindo-o sobretudo nas primeiras horas, A
cultura de células LLC-MK, apresentou um decréscimo
acentuado na média do cultive tratado com a micotoxina
em relagio ao seu controle, com 24 horas de incubagfo. O
mesma ccorred com of cultives PE-15 ¢ MDBE, porédm
com menor intensidade.

2 As andlises cstatisticas revelaram que ocorreu
uma reducfio do crescimento celular dos cultivos tratados
com a micotoxing nas dosagens miiximas nfo toxicas de
5 pgiml para LLC-ME, ¢ de 10 pg/ml para PK-15 ¢ MDBE.

YAMAMURA, A. A M.; LAGROTA M. H. C; CRUZ, L C. H; ROCHA, M. A. — Study of the celular growth cinetics in

kidney all cultures treated with citrinin,

SUMMARY

The evioraxic effect of ciirinin on three renal cells, LI

C-ME 5, PR-15 and MDBK, has been studied reparding the fact

that the Eidneyv is the wrger orgun affecred by citrinin. The citrinin acted intensively on the growth af the cells, inﬁafb.frifeg
it mainly in the first howrs. There was 6 decrease of the LICMK 5 cell cultivation concerning the cultivation treated with

L

micataxin gfter 24 howrs of incubgtion, Although less intensively, the same thing happened to the PE-1S5 and the MDEK
cultivations, The statements mentioned above were confirmed! by staristic anaiyses.

KEY-WORDS: Ciivinin; Cirosaxicity; Cell culture,
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