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RESUMO

Considerando que o rim € o ¥rgdo alvo mais afetado pela citrinina, estudamos o seu efeito citotdxico sobre
trés células de linhagem renais: LLC-MK>, PK-15 e MDBK. Apds a determinacdo das concentracoes miximas
ndo toxicas para os trés cultivos, empregamos estas dosagens para a avaliacdo das alteracées morfolbgicas celu-
lares. A cultura de c€lulas MDBK demonstrou alteracoes morfolSgicas mais distintas, sendo wma das principais a

cromatdlise (dispersdo) do material nuclear.
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1 — INTRODUCAO

Micotoxina € um termo genérico empregado para
caracterizar os metabdlitos secundérios produzidos por
fungos durante o seu crescimento. Em contraste com
as toxinas bacterianas que sfo protefnas e apresentam
propriedades antigénicas, as micotoxinas sdo consti-
tufdas de uma variedade de substincias qufmicas, com
estruturas muito variadas.

Alguns géneros alimentfcios, sob certas condi-
cbes, podem favorecer o crescimento de fungos com
consequente produgio de micotoxinas. Devido a rela-
tiva estabilidade ao calor e a outros tratamentos de
inativagio, estas toxinas podem permanecer ativas nos
alimentos por longos perfodos de terhpo, acarretando
um grande risco para a satfide humana e animal, parti-
cularmente tratando-se da ochratoxina e da citrinina,
que sdo micotoxinas nefropéticas.

Quanto aos efeitos biolSgicos destas micotoxinas
sobre os animais, existem poucas informacdes, princi-
palmente devido 2s dificuldades de realizar experi-
mentos com este tipo de hospedeiro. A dificuldade em
se trabalhar com animais de grande porte estd, ndo so-
mente, ligada 3 sua manutengdo € ao seu manuseio,
como també&m 2 necessidade de grandes quantidades de
micotoxina a fim de conduzir a uma intoxicacédo. Por
estes motivos procurou-se desenvolver modelos biolS-
gicos mais simples, como as culturas de cé€lulas “in
vitro™.

As primeiras pesquisas com objetivo de estudar
os efeitos de micotoxinas sobre cultivos celulares fo-
ram realizados no Japfdo e, consistiram em testes para
triagem de toxicidade. Células Hel.a e camundongos
foram utilizadas para estudar a agio de contaminantes

de alimentos, entre eles, estavam amostras produtoras
de citrinina. Na maioria das vezes, os resultados obti-
dos com as células Hela apresentaram um paralelismo
com aqueles obtidos em camundongos (SAITO et alii,
1971; SAITO et alii, 1974).

MILCZEWSKI e KRUSCH (1976) estudaram o
efeito de vé4rias micotoxinas, incluindo a citrinina, so-
bre quatro linhagens celulares de origem humana (Gi-
rardi Heart, Flow-4000, Detroit 98 e Intestine 407).
Demonstraram os efeitos citotdxicos e as alteragdes
citomorfolSgicas utilizando concentragGes sub-letais
destas micotoxinas. Constatando que este método
apresenta uma grande sensibilidade que s6 pode ser
obtida com animais de laboratSrio apds prolongados
estudos.

LOMPE e MILCZEWSKI (1979) utilizando cul-
tivos celulares (tr€s linhagens humanas e duas de suf-
nos), determinaram os efeitos citopéticos, inibigdo do
crescimento celular, e as alteragGes morfolégicas, pro-
duzidas por dezesseis micotoxinas, incluindo a citrini-
na. També&m observaram que as alteragbes téxicas va-
riavam com o tipo de células hospedeiras.

2 — MATERIAL E METODOS

Foram empregadas trés culturas de c€lulas de li- |
nhagem cont{nua:

LLC-MK» — células epiteliGides de rim de maca-
co Rhesus (Macaca mulatta);

PK-15 — células epitelidides de rim de sufno (Sus
scrofa);

MDBK — células epiteliGides de rim de bovino
(Bos taurus).

A soluciio estoque de citrinina foi dilufda ime-

a - Departamento de Medicina Veterindria Preventiva, Patologia Animal e Zootecnia — CCA/Universidade Estadual de Londrina

b - Departamento de Virologia — Universidade Federal do Rio de Janeiro
¢ - Instituto de Biologia — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

12



YAMAMURA et alii

Semina, 11(1): 12-15, 1990

diatamente antes de uso, na proporcio de 1:10, em
meio de Eagle, obtendo-se desta forma uma “‘solugio-
mae’” contendo citrinina na concentracio de 1.000
P g/ml.

Os cultivos celulares foram preparados segundo
o método de SCHMIDT (1969). Apds a tripsinizacio
da monocamada as células foram ressuspensas em
meio minimo essencial de Eagle suplementando com
10% de soro bovino.

A dose mixima de citrinina que nfo altera a mor-
fologia celular foi determinada segundo o método de
WALKER et alii (1971), com algumas modificagbes.
A partir da solugio de citrinina com 1.000 pg/ml v&-
rias diluigGes ao dobro foram feitas em meio de ma-
nutencio.

Para o estudo das alteracSes morfolSgicas das
c€lulas estas foram cultivadas sobre lamfnulas em tu-
bos de Leighton. As células foram coradas com o co-
rante de Wright por 1 minuto.

3 — RESULTADOS

As doses méximas nfo téxicas para as trés linha-
gens celulares foram de 5 p.g/ml para a cultura de cé-
lulas renais de macaco (LLC-MKs3), e de 10 pg/ml
para os cultivos de células renais de sufno (PK-15) e
de bovino (MDBK). Os graus de toxicidade classifica-
dos de acordo com os estudos de WALKER et alii
(1971), com algumas modificacGes, estio ilustrados na
Tabela 1.

Tabela 1 — Citotoxicidade da Citrinina

Linhagens Citrinina Alteracdes Morfologicas W
de células pg/ml Celulares
24 hs 48 hs 72 hs
5 0 0 0
10 0 0 +
LLC-MK > 20 0 - ++
40 + + -+
80 ++ ++ ++
10 0 0 0
PK-15 20 0 0 +
40 0 + ++
80 +-+ ++ +
10 0 0 0
MDBK 20 0 0 +
40 0 T ++
80 ++ ot ++

Graus de toxicidade segundo WALKER et alii (1971) modi-

ficado:

0 = nenhum efeito

- = arredondamento das células

++ = descolamento da monocamada de células

Com a finalidade de melhor visualizagdo do
efeito da citrinina sobre as células, estas foram culti-
vadas em lamfnulas que depois foram fixadas, coradas
pelo método de Wright e examinadas ao microscépio
Stico, sendo realizada uma comparacio entre as c€lulas
controle e as tratadas com citrinina, com 24 horas de
incubacéo.

O cultivo PK-15 controle tinha morfologia ca-
racterfstica com células alongadas, com citoplasma
homogéneo, nicleo central dnico e proporcional ao
tamanho da célula. O cultivo PK-15 tratado com citri-
nina, na concentragio mixima nfo tSxica de 10
pg/ml, apresentou diversas alteracdes, tais como: de-
generacdo vacuolar do citoplasma, células polimorfo-
nucleares, células aumentadas de volume, nucléoclos
arredondados e aumentados de volume, e niicleos com
cromatina condensada (picnose).

O cultivo celular MDBK controle (Figura 1) ti-
nha contorno sextavado, niicleo central ovalado, com
dois a quatro nucléolos no seu interior, e citoplasma
homogéneo. Este cultivo quando tratado com uma
concentracio méxima ndo téxica de citrinina na dose
de 10 p.g/ml (Figura 2) apresentou as seguintes alte-
racOes: atrofia celular, cromatina nuclear condensada
(picnose) e nucléolos arredondados e aumentados de
volume.
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Figura 1: Cultivo controle de células MDBK.

L

Figura 2: Cultivo MDBK tratado com 10 12 g/ mf de citrinina.
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O cultivo celular LLC-MK+5 controle mostrou
uma morfologia caracterizada por contorno sextavado,
nicleo central, com um a trés nucléolos no seu interior
e citoplasma homogéneo. Quando tratado com a con-
centragdo mixima ndo tdéxica de 5 pg/ml apresentou:
nicleo aumentado de volume, nucléoclos arredondados
e aumentados de volume e com redugio do seu mime-
ro, nucleoplasma corado com mais intensidade e, cro-
matina finamente granular.

4 — DISCUSSAO

4.1 - DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE

Neste trabalho, estudando esta toxina ““in vitro™
sobre células renais de macaco (LLC-MK5), sufno
(PK-15) e bovino (MDBK), constatou-se sua capaci-
dade de alterar a monocamada celular (Tabela 1). Po-
de-se notar nesta tabela, que as alteragGes ocorridas
foram proporcionais & concentracio da citrinina, e que
foi acentuada com o tempo de exposigdo da c€lula
hospedeira.

A cultura de células LLLC-MK» apresentou uma
sensibilidade maior para a toxina, visto que somente
na concentragio de 5 pg/ml ficou inalterada num pe-
rfodo de até 72 horas, enquanto que para as oufras li-
nhagens (PK-15 e MDBK) a concentragio maxima nao
téxica foi de 10 pg/ml. Além disso, pode-se verificar
que na concentra¢do de 20 pg/ml, a cultura de células
LLC-MK» teve sua morfologia alterada, tornando-se
arrendondadas e houve descolamento da monocamada,
respectivamente, no tempo de 48 a 72 horas. Nesta
mesma concentragio, as culturas de células PK-15 e
MDBK sé tiveram arredondamento celular no tempo
de 72 horas. Resultado semelhante foi obtido por
LORKOWSKI et alii (1980) em cultivo celular de car-
cinoma hepético de rato, nas concentracdes de 25
mg/ml e 50 pg/ml de citrinina, num perfodo de incu-
bagio de 72 horas.

A maior toxicidade foi representada pelo desco-
lamento total da monocamada de células e foi observa-
da j4 com 24 horas de incubag¢io numa concentracio
de 80 pg/ml de citrinina, nos trés cultivos de células
renais estudados (PK-15, MDBK e LLC-MK»). O
mesmo fendmeno foi observado por LOMPE e

MILCZEWSKI (1979), em uma concentracdo de
6 wg/ml de citrinina nos cultivos celulares de coracao
humano (Girard Heart), de medula de esterno humano
(Detroit 98), e nos cultivos FHL (células primérias de
fibroblasto de pulmfo de embrido humano) e Flow
4.000 clone II (linhagem epitelial de sufno doméstico
Sus scrofa). Ocorreu o mesmo fendmeno de descola-
mento da monocamada na dosagem de 200 pg/ml para
o cultivo celular AMII (linhagem contfnua epitelial
originfria de rim de porco doméstico).

4.2 - ESTUDQO DAS ALTERACOES
MORFOLOGICAS

Diversas pesquisas foram realizadas com a fina-
lidade de esclarecer os efeitos de vérias micotoxinas
sobre a morfologia das células cultivadas ““in vitro”,
porém a literatura ndo registra nenhuma pesquisa com
a micotoxina citrinina em relacfio a estas alteragdes.

A vacuolizacdo, observada no citoplasma das
células dos cultivos PK-15 e LLC-MK, pode ser con-
seqii€ncia de uma infiltracdo celular por glicogénio, a
semelhanga das alteragSes observadas em hepatdeitos
de sufnos intoxicados experimentalmente com 1
mg/K g/dia de citrinina (ROSA, 1985).

O aumento de volume dos nuctéolos, observado
nas trés culturas de células estudadas, & sinal de que
ocorreu continuidade na sfntese de RNA. Este tipo de
alteracio ¢ constantemente encontrado em culturas de
c€lulas tratadas com micotoxinas, por exemplo: em
culturas de células Hel.a (c€lulas cancerosas de cervix
humano) em presenga das micotoxinas patulina e 4cido
penicflico (KAWASAKI et alii, 1972); e em cultura de
c€lulas Hela tratadas com nivalenol (UMEDA, 1971).

As alteracOes da cromatina, representadas por
cromatdlise observada na cultura de células MDBK,
explica a atuagfio da citrinina inibindo a sfntese de
RNA e DNA em cultivos de diversas origens
(CREPPY et alii, 1980; LORKOWSKI et alii, 1980).

A condensacio da cromatina nuclear, observada
nas culturas de células PK-15 e MDBK, representa um
infcio de necrose dessas células (UMEDA, 1971).

As observacdes da agio da citrinina sobre estru-
turas celulares, tais como membrana citoplasmética,
citoplasma e niicleo, permitiram a confirmagio do que
ocorre ““in vivo®’ (ac@o nefrotéxica desta toxina).

ABSTRACT

The cytotoxic effect of citrinin on three renal cells, i.e. LLC-MK>, PK-15 and MDBK has been studied
regarding the fact that the kidney is the target organ affected by citrinin. After reaching the highest non-toxic
concentrations of three cultivations, the morphological alterations of the cells were observed. The culture of
MDBK cells has showed distinct morphological alterations. One of them is the chromtolisis of the nuclear

material,

KEY WORDS: micotoxin, citrinin and citotoxicity.
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AVALIACAO PRELIMINAR DE INTRCDUCQES DE BATATA DOCE A PARAMETROS
AGRONOMICOS E A ASPECTOS COMERCIAIS E CULINARIAS?

ANTONIO BARBARA DE SOUZAP
TEREZINHA SANDRI®

RESUMO

Com o objetivo de determinar as introducoes de batata doce com boas caracterfsticas agrondmicas e aspec-
tos comerciais e culindrios satisfatérios foi conduzido num ensaio na Estacdo Experimental de Ponta Grossa-PR,
no ano agricola 86/87. Foram utilizadas 20 introducdes selecionadas quanto a produtividade das raizes. A co-
lheita foi realizada aos 245 dias apds o plantio sendo avaliados os seguintes pardmetros: populacdo de plantas;
produtividade da raiz; tamanho do pediinculo; cor da pelfcula, formato, uniformidade e freqiiéncia de rafzes co-
merciais; tempo de coc¢do e qualidades da polpa cozida. Nas condigées deste ensaio as introducées Rio Azul 11,
Bolinha, Feira SP, Roxa comum e Agora ¢ nossa se destacaram.

PALAVRAS-CHAVE: Batata doce, cultivares, culinfiria, competi¢do.
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