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Introducao

Ceélulas de branquias vém sendo utilizadas na avaliacdo da toxicidade de xenobioticos
em ambientes aquaticos. O Prochilodus lineatus (grumatd) tem uma ampla distribuicéo
na Bacia Hidrografica do Rio dos Sinos (BHRS) e sua criacdo em cativeiro é corriqueira.
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Objetivo

Padronizar um protocolo de cultivo primario de branquias de grumata para
avaliacao de efeitos citotoxicos da agua da BHRS.

3

y

Protocolo

Peixes de 10-20 cm ; Anestesiados em gelo,
aclimatacédo em agua decapitados e as

O homogenato

A seguir foram filtrado em malha de

incubadas (2x) em

declorada, com branquias foram o : nylon de 100 um e
adicdo de neomicina extraidas e lavadas trlps%?nlé?g)ggr Lo centrifugado a 400 xg
nas ultimas 24h. com solucéo salina ’ por 10 min.
Mantidas em Lbv- Proliferacao celular Apos o isolamento
SFB/A com15% de Apoés 20h em cultivo, foi nas primeiras 48 h de 40x10* as células
soro fetal bovino, em 50% das células de cultivo, ocorrendo foram plagueadas em
sistema fechado a estavam aderidas. hipertrofia celular 24 pocos, para ensaio
28°C apos 7 dias. do Vermelho Neutro
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Figura 1-Cultivo primario de branquias de P. lineatus, 00
15 dias de cultura. Magnitude 400 x, microscopia de 1 é ﬁ |
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- » Figura 3- Ensaio de Vermelho neutro-Apdés 24 horas de exposicao
‘ A1 ‘3“% | determinadas como P1-Rolante, P2-Campo Bom, P3-Novo Hamburgo, P4-
ol UV TETE g | S&o Leopoldo em uma concentracdo de 100% e como controle negativo foram

b\ utilizadas células mantidas com o meio de cultivo padrdo, e como controle

. eucromatina o positivo culturas expostas a peréxido de hidrogénio 1% por uma hora.
Formato el g m\\’a__,
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175pm. s el OS resultados demonstraram que o0s cultivos
A s

. g - | = primarios sdo capazes de responder ao ensaio de
o e e s 0m s meroscona e Citotoxicidade, uma vez observamos perda de 80%
contraste de fase, apos a coloracdo de eosina e da viabilidade lisossomal no controle positivo. Com
hematoxilina relacdo aos pontos de coleta, apenas Campo Bom
foi diferente do controle negativo, com aumento de
8 vezes na \viabilidade, indicando efeito

proliferativo.

Consideracoes finais

Podemos afirmar que obtivemos sucesso no isolamento das células de branquias de
grumata, e que os cultivos primarios podem ser aplicados nas avaliacdes toxicologicas
ambientais in vitro.
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