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CLORANFENICOL: EFEITOS SOBRE CELULAS

CULTIVADAS IN VITRO E SUAS INTER-RELACOES COM

INSETICIDAS ORGANOCLORADOS

Maria Amélia La R. Rodrigues*, Magali D’ Angelo-Campello**, F.R. Ruga***

RESUMO

Células da linhagem sufna IB-RS-2 foram expostas por 72 horas ao cloranfenicol, em .
concentragdes que variavam de 20,0 a 100,0ug/ml de meio. Verificou-se que o cloranfenicol
inibiu o crescimento celular, efeito proporcional 2 concentragdo e ao tempo de exposi¢do.
Esta inibigdo acentuou-se quando as células foram expostas simultaneamente ao cloranfeni-
col (60,0ug/ml) e DDT (20,0ug/ml) ou aldrin (20,0ug/ml). Discute-se a possibilidade de es-
tes efeitos estarem relacionados com o metabolismo de carboidratos, ja que o cloranfenicol
determinou um aumento do consumo de glicose pelas células, o qual se acentuou na presen-
¢a dos inseticidas.
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SUMMARY

Chloramphenicol: effects on cells in vitro and its relationships
to organochlorine insecticides

Swine cells IB-RS-2 were exposed to 20,0-100,04g/ml medium of chloramphenicol for
72 hours. The data obtained showed that chloramphenicol inhibited cell growth and that
this effect depends on the concentration and time of cell exposure to the compound.
This inhibition increased when the cells were exposed simultaneously to chloramphenicol
(60,0ug/ml) and DDT (20,0ug/ml) or aldrin (20,0u4g/ml). The possibility that these effects
could be related to the metabolism of carbohydrates is discussed since chloramphenicol
increased glucose utilization and this effect increased when the cells were simultaneously

exposed to the insecticides.
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INTRODUCAO — O cloranfenicol exerce
sua ag¢do antibiotica inibindo especificamente a
sintese de protefnas bacterianas, sem, entretan-
to, afetar diretamente outros processos meta-
bolicos (&8). Seus efeitos sobre células de euca-
riotos tém sido avaliados em vérios sistemas,
tendo-se demonstrado que inibe a sintese de
proteinas em células dsseas, HeLa e de embrido
de galinha (3, 4, 6), diminui o indice mitotico
em culturas de linfocitos humanos (&) e inibe a
sintese de anticorpos, ap6s um estfmulo anti-
génico, em culturas de nodulos linfaticos (7).

Neste trabalho, foram estudados os efeitos
do cloranfenicol em células da linhagem suina
IB-RS-2. Além disso, dando continuidade aos
estudos sobre as interagOes de inseticidas orga-
noclorados e compostos de outra natureza (9),
foram avaliados também os efeitos do cloranfe-
nicol em culturas expostas ao DDT e ao aldrin,
usando como parametros sua influéncia sobre

a cinética de crescimento e sobre o consumo
de glicose pelas células.

MATERIAL E METODOS — 1) Culturas
celulares: Foram usados monoestratos celulares
da linhagem sufna IB-RS-2, clone C 26-3, man-
tidos em meio Melnick modificado, a 37-38°C,
tal como descrito anteriormente (2).

2) Avaliagdo dos efeitos do cloranfenicol e
suas inter-relag0es com o DDT e o aldrin sobre
a cinética de crescimento celular: As células fo-
ram semeadas na densidade de 7x10* células
por frasco e, apds 24 horas de crescimento, tra-
tadas com diferentes doses de cloranfenicol
Nos experimentos em que foram avaliadas as
inter-relagGes entre o antibiotico e os insetici-
das, foram adicionados 3s culturas cloranfeni-
col (60,0ug/ml) e DDT (20,0ug/ml) ou aldrin
(20,0ug/ml). A determinagdo do nGmero de
células foi feita 24, 48 e 72 horas ap6s a adi¢do
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dos compostos, em uma camara tipo Neubauer
(Resistance, Germ.).

3) Avaliagdo dos efeitos do cloranfenicol e
de suas inter-relagbes com o DDT e o aldrin so-
bre a utilizagdo de glicose pelas células: Nestes
experimentos, foram usados frascos contendo
6x10° células/ml. Apos a troca de meio, adi-
cionou-se aos frascos cloranfenicol (60,0ug/ml)
ou DDT (20,0ug/ml) ou aldrin (20,0ug/ml); al-
guns frascos receberam simultaneamente cloran-
fenicol e DDT ou aldrin. Depois de 4 horas de
incubagdo a 37-389C, procedeu-se 2 determina
¢do da glicose presente no meio, segundo méto-
do ja descrito (9).

4) Inseticidas: DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis
(p-clorofenil)etano) e aldrin (1,8,9,10,11,11-he-
xacloro-2,3,7,6-endo-2,1,7-exo-dimetano-nafta-
leno).
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FIGURA 1 — Efeitos do cloranfenicol sobre o cresci-
mento celular: As células foram semea-
das (7x10% células/frasco) e, apds 24 ho-
ras, ftratadas com vérias concentragdes
de cloranfenicol. As determinagdes dos
numeros de células foram feitas em va-
rios intervalos de tempo, apds a adigdo
do composto.
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RESULTADOS — 1) Efeitos do cloranfeni-
col sobre a cinética de crescimento celular: Os
resultados apresentados na figura 1 mostram
que, nas culturas tratadas com cloranfenicol nas
concentraces de 20,0, 40,0, 60,0, 80,0 e
100,0ug/ml, h4 uma inibicdo do crescimento
celular da ordem de 2,5%, 8,8%, 27,8%, 35,4%
e 53,1% respectivamente, ap6s 72 horas de
tratamento.

2) Inter-relagOes entre os efeitos do cloran-
fenicol e dos inseticidas sobre o crescimento e
o consumo de glicose pelas células: Como pode
ser observado na figura 2, o DDT e o aldrin, na
concentragdo de 20,0ug/ml, causam uma inibi-
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FIGURA 2 — Efeitos do cloranfenicol, do DDT e do
aldrin sobre o crescimento celular: As
células foram semeadas (7x10% célu-
las/frasco) e, apds 24 horas, tratadas
com cloranfenicol (60,0ug/ml) e DDT
(20,0ug/ml) ou aldrin (20,0ug/ml). As
determinagdes dos numeros de células
foram feitas em varios intervalos de tem-
po, apds a adi¢gdo dos compostos: O =
controle; ® = cloranfenicol; A = DDT;
O = aldrin; 4 = cloranfenicole DDT; m=
cloranfenicol e aldrin.
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¢80 da cinética de crescimento celular, que ap6s
72 horas de exposi¢do é da ordem de 58,7% e
46,3%, respectivamente.

A figura 2 mostra ainda que, nas culturas
tratadas simultaneamente com cloranfenicol
(60,0ug/ml) e DDT (20,0ug/ml), h4 uma inibi-
¢do do crescimento celular avaliada em 78,7%
ap6s 72 horas de tratamento. Neste mesmo in-
tervalo de tempo, as culturas tratadas simulta-
neamente com cloranfenicol (60,0ug/ml) e al-
drin (20,0ug/ml) apresentaram uma inibi¢do do
crescimento celular da ordem de 62,5%.

Os dados da tabela 1 mostram que o consu-
mo de glicose pelas células tratadas com cloran-
fenicol, DDT ou aldrin é maior que o das célu-
las ndo tratadas. Quando na presenga simulta-
nea de cloranfenicol e aldrin, este aumento é
maior, e é mais pronunciado ainda, na presenca
de cloranfenicol e DDT.

TABELA 1 — Efeitos do cloranfenicol, DDT e aldrin
sobre o consumo -de glicose em células

IB-RS-2.
Produto Consumo de glicose (mg/ml)
Testemunha 0,637 £0,002
Cloranfenicol 0,664 £ 0,004
DDT 0,680 £ 0,001
Aldrin 0,669 £ 0,002
Cloranfenicol
+ 0,714 £ 0,003
DDT
Cloranfenicol
+ 0,700 £ 0,003
Aldrin

As culturas foram expostas ao cloranfenicol (60,04g/
ml), DDT (20,0u4g/ml) e aldrin (20,0ug/ml) por 4 ho-
ras. O consumo de glicose foi determinado tal como
descrito em Material e Métodos. Os valores represen-
tam a média * desvio padrdo de 10 frascos.

DISCUSSAO — Os experimentos mostra-
ram que, em concentragOes que variam de 40,0
a 100,0ug/ml, o cloranfenicol inibe o cresci-
mento de células IB-RS-2, Autores como
FIRKIN & LINNANE (4) verificaram que, em
doses que variam de 10,0 a 40,0ug/ml, o clo-
ranfenicol n4o altera de imediato o crescimento
de células Hela, embora, ap6s dois ciclos de
multiplicag@o, o crescimento cesse bruscamen-

te, efeito que resultaria da inibig4o de uma pe--

quena proporgdo das proteinas mitocondriais.

Por outro lado, em concentragOes mais elevadas
(100,0 a 150,0ug/ml), a velocidade do cresci-
mento celular é inibida imediatamente ap6s a
adi¢do do cloranfenicol ao meio, o que decor-
reria de uma inibicdo direta dos processos de
respiragdo celular., Entretanto, LEBLOND-LA-
ROUCHE et alii (6) consideram que tais expe-
rimentos teriam um valor limitado, j4 que as
células atingiriam uma fase estaciondria apos
quatro ou cinco geragOes em presenca de clo-
ranfenicol e que, além disso, degeneram-se ap6s
uma exposi¢do prolongada ao composto. Estes
autores verificaram que a presenga de caldo de
fosfato de triptose, no meio de cultivo de célu-
las de embrido de galinha, previne o efeito do
cloranfenicol (80,0ug/ml) sobre o crescimento
celular, embora ndo altere a inibi¢gdo da sinte-
se de protefnas mitocondriais induzida pelo
antibidtico. A diminui¢do do ATP mitocon-
drial, que deveria ocorrer em tais condigGes,
é, entretanto, compensada pelo aumento da
glicolise, ndo tendo sido porém esclarecido se
esta elevacdo seria mediada através do caldo
de fosfato de triptose, ou seria uma conseqiién-

_ cia direta da agfo do cloranfenicol. Por outro
‘lado, em experimentos realizados em células de

ovario de hamster, ZIEGLER & DAVIDSON
(11) observaram que a inibigdo do crescimento
induzida pelo cloranfenicol era dependente do
tipo e da concentragdo da hexose presente no
meio, A viabilidade celular decai rapidamente
apbs sete ou oito ciclos de multiplicagdo na
presenga de cloranfenicol (100,0ug/ml) e de
altas concentragSes de glicose (6,5uM). Con-
centragOes menores de glicose permitiam o
crescimento por apenas quatro ou cinco ciclos,
mas as células permaneciam vidveis por perio-
dos de tempo mais longos. O crescimento des-
tas células em presenga de cloranfenicol parece
ser especificamente dependente de glicose, pois
a manose e a galactos¢ ndo a substituem co-
mo fonte de energia. Aparentemente, a toxici-
dade do cloranfenicol é determinada pelo nu-
mero de ciclos de multiplicagdo das células na
presencga do mesmo.

Os experimentos mostraram, também, que
os efeitos inibidores do cloranfenicol sobre o
crescimento celular aumentam quando as célu-
las sd0 tratadas simultaneamente com aldrin, e
acentuam-se ainda mais na presen¢a de DDT.
Observou-se, ainda, que o cloranfenicol estimu-
la o consumo de glicose pelas células, efeito
também induzido pelos inseticidas (9). A seme-
lhanga do que foi verificado em relagdo ao cres-
cimento celular, os efeitos do cloranfenicol so-
bre o consumo de glicose s30 mais acentuados
pela presenca de aldrin e, sobretudo, de DDT.
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E possivel que este aumento resulte da conju-
gagdo de dois fatores: da agdo do cloranfenicol
sobre o metabolismo de carboidratos, e da in-
terferéncia dos inseticidas sobre os processos de
producgdo de energia, cujo mecanismo ainda nfo
estd bem-esclarecido, mas que tem sido atribuf-
do, por muitos autores, a alteragOes nos niveis
intracelulares de ATP e AMP ciclico (5, 7, 10).
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