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COLEOMOCITOS: CARACTERIZAGAO E EFEITO DO 2,4D E CLOROACETAMIDA
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INTRODUCAO

0 fluido celomica da minhoca, uma parte do esqueleto hidrostético, atua como comunicador entre o meio interno e externo, desempenha um papel importante
na manutencdo de homeostase e contém uma populacdo abundante de células imunocompetentes, celomdcitos. Tem sido demostrado que diferentes poluentes
(residuos orgdnicos e inorgdnicos) podem perturbar a integridade e as funcoes dos celomdcitos da minhoca, e que estas respostas podem ser utilizados como
biomarcadores de estresse sub-letal, quimica induzida. A medicao das respostas aos poluentes com celomdcitos in vitro pode fornecer uma poderosa ferramenta
para estudos ecotoxicoldgicos

OBJETIVO
Objetivo deste trabalho foi quantificar e caracterizar células de minhocas exposta ao herbicida 2,4D.

METODOLOGIA

(aracterizacao celular.

Foram selecionados organismos com peso entre 300-600 mg e clitelo bem desenvolvido, para o procedimento de extrusao com o objetivo de coletar
amostras do liquido celdmico e posteriror avaliacdo do contetido celular conforme tecnica adaptada de Eyambe at al (1990). Apds a extracdo uma fracdo
dos coelomocitos foi transferida para cdmara de neubauer para determinacao da viabilidade e densidade celular. Do mesmo lisado outra fracdo foi fixada
e corada em lamina microscopica. Ambas as fragdes foram posteriormente observadas em microscopio 6ptico (olympus cx31) acoplado ao sistema de
captura de imagens. Em sequida, todas as imagens foram submetidas ao Image driving software, para determinagao das medidas de raio, comprimento
e drea das células demarcadas com objetivo de caracterizacao, padronizacao e comparacao de células de organismos expostos com nao expostos a
contaminacdo. Todo procedimento foi executdo em triplicata.

Teste de contato.

Para exposicao dos organismos ao 2,4D, foi empregado o teste de contato com papel de filtro conforme os procedimentos da norma OECD 207 (1984)
Os organismos foram expostos a diferentes concentracdes do produto (controle, 0,1; 0,05; 0,02; 0,01 mg.cm-2) sendo executado 20 réplicas de cada
concentracdo. Apds 24-48-72 horas o experimento foi aberto e verificado, 0 nimero de individuos vivos, a biomassa, e em sequida 3 organismos de cada
concentragdo eram submetidos aos mesmos procedimentos citados na metodologia acima.

RESULTADOS

Com a contagem do numeros de individuas vivos e mortos nas diferentes concentracoes e diferentes tempos de amostragem foi possivel determinar o valor de LC50.
A LC50 é uma medida padrao da toxicidade que determina a concentracdo que promove a morte de 50% de individuos. Os valores da tabela 1 mostram que com o
aumento do tempo de exposi¢ao do organismo, menor foi a concentracéo de efeito.

Tabela 1. Valores de LC50 de organismos expostos a 2,4D em diferentes tempos.
LC50
Substancias 24h 48h 72h
2,4 D (mg) 3,947 1,683 1,245
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A tabela 2 mostra a porcentagem de viabilidade e densidade em relacao 24,48 e 72h com o 2,4D. No periodo de 24h, observa-se que a viabilidade é muito abaixo do
que a média padrao, 80%. E a densidade ao contrério, foi mais alta do que o normal. A concentracao 0,05 mg.cm-2 é a que possui maior porcentagem com 72%. No
tempo de 48h, houve perda de organismo na concentracio 0,1mg/cm? e a viabilidade aumento com duas concentracdes (controle e 0,02 mg.cm-2) chegando a média
padrdo. Jd a densidade ndo alterou de um periodo para o outro com muita intensidade. Em 72h teve morte nas concentragdes 0,05; 0,02 mg.cm-2 e controle, restando
apenas a concentracao 0,01 mg.cm-2 com sua viabilidade na média-padrao e sua densidade de 1,1x10°.

Tabela 2. Dados em porcentagem de viabilidade e densidade com 2,4D em relagéo ao tempo.

Contaminante Tempo Concentragéo Viabilidade Densidade
(Horas) (mg.cm?2) (%) (109)
0 66,16 + 8,29 22+16
0,1 35,82+ 12,71 1,319
24 0,05 72,77 + 8,64 1,507
0,02 41,56 + 8,10 1,511
0,01 46,10 £ 9,55 1,007
0 82,83+ 6,33 05+04
0,1 - ;
24D 48 0,05 76,67 = 12,11 1,011
0,02 85,75+ 9,14 20£05
0,01 71,14 £ 6,04 1,708
0 _
0,1 -
72 0,05 -
0,02 - -
0,01 80,92 +7,52 1112

Segundo a tabela 3, a concentracao de 0,01 mg.cm-2 de 2,4D em um periodo de tempo por horas com as medidas de raio, drea e comprimento celular em comparagao
com o controle que no caso sao as grandezas sem haver contaminacao. Foi observado que o valor do raio da concentragao no periodo de 72h assemelha ao do controle,
grandezas como drea e comprimento é praticamente a metade do mesmo. No tempo de 24, e 48h as medidas sdo inferiores.

Tabela 3. Relagéo de células vista por neubauer com 2,4D em periodo de 72h.

Concentragéo Tempo Raio Area Comprimento
(mg.cm?) {Horas) (Rad) (A=T1R? (C=2[1R)

24 16,61+ 2,96 891,49 + 303,30 104,33 £ 18,65

0,01 48 17,51+ 2,51 881,31 £ 256,30 110,34 £ 15,80

72 20,15+ 2,25 1289,45 £ 273,76 126,57 + 14,18

Controle - 23,61+260 1773,09 + 379,63 148,37 + 16,33

Foi observado na tabela 4 os valores referentes a contagem de células com o contaminante, 2,4D, no periodo de 48h. Foi observado que houve perda de organismo
na concentracao de 0,Tmg.cm-2. A média da maiores das células por concentragdo cairam, porem nas concentraces 0,2 mg.cm-2 e 0,01 mg.cm-2 a célula eledcito
nao houve mudanga de um periodo para o outro. Em relagdo a biomassa, foi visto que houve reducao, o minimo passou a ser 0,29 g na concentragdo 0,02 mg.cm-2.
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Tabela 4. Relagéo entre as diferentes células no periodo de 48h de exposi¢éo ao contaminante 2,4D.

Concentragbes Biomassa 48h
(mg.cm?) (9) Eleocito Amoe.Hialino  Amoe.Granular
0 0,34 £ 0,02 781,79 1+0,89 21+£1,90
0.1 - - - -
0,05 0,35+ 0,06 7717 £3,54 0,67 £0,82 2217 £ 3,19
0,02 0,29 £ 0,05 805+3,78 05+0,84 19 +£3,22
0,01 0,35+£0,05 80,67 £3,78 1,17 £ 0,98 18,17 £ 5,00

Atabela 5 apresenta os valores referentes a contagem de células com o contaminante, cloroacetamida, no periodo de 48h. Em todas as concentracdes o que nota-se é
um declinio de células eledcito e um aumento de células de amebdcito hialino. Tendo amebdcito granular sem alteracao aparente. A biomassa dos organismos tém um
acréscimo e passa ter um minimo de 0,34 g. A proporcdo de célula do tipo amebdcito granular e hialino em 2,4D é inversamente proporcional aos de cloroacetamida.
Na tabela 6 demonstra a porcentagem de viabilidade e densidade em relacdo 24,48 e 72h com o cloroacetamida. No periodo de 24h a viabilidade das concentraces
tiveram seu minimo e méximo respectivamente em 75% a 84%, nao obtendo muita diferenca com a média-padrao que é de 80%. E a densidade variando de 0,1 a
2,1x10%.

No tempo de 48h, a viabilidade de todas as concentracdes diminuiram, tendo a concentracao de 0,001 mg.cm-2 com maior baixa de decrescimento, com 70% de
viabilidade. A densidade abaixou seu méximo tendo entre 0,1a 1,4x10°. Em 72h, houve perda dos organismos da concentracio 0,01 mg.cm-2. E de forma sequencial
em relacdo ao tempo, a viabilidade e densidade reduziu. A concentragdo 0,001 mg.cm-2 obteve viabilidade e densidade maior do que a do controle. Comparando com
0 2.4D, foi observado que a viabilidade do cloroacetamida diminui de acordo com o periodo, ao contrdrio do que ocorre.

Tabela 5. Relagéo entre as diferentes células no periodo de 48h de exposigéo ao contaminants cloroacetamida.

Concentragtes Biomassa 48H
(mg.cm-) (9) Eleocito Amoe Hialino  Amoe.Granular
0 37+0,08 745+212 23+£283 2+0,71
0,1 - - - -
28,50 +
0,01 04 70£2,83 4,95 1,50+ 2,12
0,001 34+£007 7317 6,97 23+£710 383117

zbela 6. Dados em porcentagem de viabilidade e densidade com cloroacetamida em relagéo ao tempo.

Contaminante Tempo Concentragéo Viabilidade Densidade
(Horas) (mg.cm2) (%) (109)
0 82,64 £ 12,00 0,3+0/1
24 ok . .
0,01 75,01 £11,99 1,504
0,001 84,38 £5,31 2,102
0 70,62 £4,63 1411
0,1 - -
CLOROACETAMIDA 48 0.01 74,66 +2.23 03
0,001 70,19 £12,19 1,002
0 66,60 +7,29 1,004
0,1 - -
12 0,01 - -
0,001 69,86 £ 8,63 0,3+0/1

-3-



132 JORNADA DE INICIACAO CIENTIFICA

Livro de Resumos
ISSN 2236-0522

Pode-se observar na figura 1 trés tipos de células: Letra A, eledcito, célula na qual tem sua forma arrebondada assim como seu nicleo que se encontra no centro da
mesma. Letra B, amebdcito granular, possui aspecto circular alterado conforme também seu nticleo, encontrado nas extremidades da mesma. Letra C, amebdcito

hialino, formato circular com tipos de “redes” interligando a célula e letra D so as células vista por neubauer.
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CONCLUSAO

Figura 1. Imagens das células vista
em neubauer e seus frés tipos
visualizadas por microscopia
demarcadas pelo software. (A)
Eleécito, (B) Amebocito Granular,
(C) Amebocito Hialino e (D)
Neubauer.

A concentracao letal diminuiu com o tempo de exposicao. Os resultados de viabilidade celular aumentam com o tempo de exposi¢ao ao 2,4D, 0 mesmo nao ocorre com
o cloroacetamida. Os valores de densidade nao sao alterados em nenhum dos produtos de exposicao. As medidas de raio, drea e comprimento celular nao apresentam

diferencas significativas. Os diferentes produtos promoveram proporcdes diferentes dos tipos de células.
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