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Abstract: We developed a new invention that relates to method for asses-

sing the toxicity of chemical substances.The method of the invention includes
the preparation of the culture of Paramecium caudatum, adding to the samples
investigated to test chemicals in various concentrations, incubating the sample
to be studied and control the addition of colourant 3-amino-7-dimethylami-
no-2-methylphenazine hydrochloride, incubation with subsequent addition of
solution of formalin, centrifuging the sample, removing the supernatant, adding
the solution of hydroxide of sodium, determine the absorbance using a spectro-
photometer, followed by calculating the percentage of paramecii viability and
determine the lethal concentration (LC, ) at the same time as the value of the
concentration LC,, is small, the toxicity of the tested substance is higher.

Key words: Paramecium caudatum, chemical substances, colourant 3-ami-
no-7-dimethylamino-2-methylphenazine hydrochloride, lethal concentration

(LC,,), spectrophotometer.

INTRODUCERE
O serie de substante chimice, inainte de a fi utilizate in alte dome-
nii (ex: farmacologie), trebuie testate din punct de vedere al toxicitatii.
Studiile de toxicitate experimentala se clasifica in mai multe grupe: a to-

xicitatii acute si subacute; a efectelor mutagene; a toxicitatii pe termen
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lung si a efectelor asupra reproductiei si de ecotoxicitate Milhaud et al.,
(1995) [2].

Toxicitatea acuta exprima efectele nefaste care se manifesta intr-o pe-
rioada data dupa administrarea unei doze unice de substanta. Indicato-
rul cel mai utilizat pentru aprecierea toxicitatii acute este concentratia
letala 50 % (LC, ). LC, reprezintd concentratia unei substante, calcula-
ta statistic, care provoaca, dupa expunerea pentru o perioada definita,
moartea a 50% dintre animale intr-un interval de timp determinat.

In studiile de toxicitate se utilizeaza cel mai frecvent animalele de la-
borator. Tendinta de limitare a experimentelor pe animale a dus la dez-
voltarea unor ,metode alternative” de testare a toxicitatii pe culturi de
celule.

Testele de ecotoxicitate directa - constau in urmarirea efectului produ-
sului de testat asupra unei singure specii, intretinuta intr-un biotop sim-
plificat (artificial). Cel mai frecvent se utilizeaza organisme acvatice: alge,
ciliate, purici de balta (Daphnia magna). Cele mai sensibile sunt ciliatele
Paramecium caudatum [5]. Aceste organisme unicelulare includ animale
care constau dintr-o singura celuld si sunt, in acelasi timp, intregul or-
ganism, care se caracterizeaza prin toate semnele vitale: metabolism,
crestere si dezvoltare, reproducere, iritabilitate, viabilitate. Iritabilitatea
nseamna capacitatea unui organism viu de a raspunde la actiunea di-
versilor factori ai mediului [1]. Tn conformitate cu diverse conditii de viat3
acest indice se manifesta diferit la diferite animale.

In ultima perioada se atest3 o tendinta de a utiliza organismele unice-
lulare ca obiecte model pentru cercetare, dezvoltarea metodelor rapide
de evaluare a eficacitatii medicamentelor si a actiunii substantelor toxi-
ce. Prin urmare, studiul de iritabilitate, adaptibilitate si viabilitate atunci
cand test-obiectele sunt expuse la actiunea diferitelor substante chimice
sunt unele dintre problemele biologiei moderne.

O atentie speciala s-a acordat cercetarilor care furnizeaza informatii

despre nivelul de toxicitate al unor compusi chimici si influenta acestora
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asupra potentialului de crestere a populatiilor de ciliate, contribuind la
stabilirea dozelor toxice dupa metoda noua brevetata ,Metoda de apre-

ciere a toxicitatii substantelor chimice”, Toderas I., s.a. [4].

MATERIALE S| METODE

Sunt cunoscute metode clasice de determinare a toxicitatii substante-
lor chimice, care constau in cultivarea periodica si neintrerupta a infuzo-
rilor Pammecium caudatum pentru determinarea ritmului de dividere in
dependenta de hrana si temperatura [6]. Neajunsul acestei metode con-
sta in perioada mare de timp (pana la 14 zile) necesara pentru realizarea
ei, factorul timpului avand un rol decisiv in realizarea metodei indicate.

Mai este cunoscutd metoda care prevede determinarea toxicitatii
substantelor chimice din mediul acvatic in care in calitate de test-cultura
sunt utilizate infuzoriile Paramecium caudatum, toxicitatea substantelor
chimice fiind evaluata dupa gradul de reducere a activitatii locomotorice
in raport cu activitatea locomotoare in proba initiala (de control) [3]. Dez-
avantajul acestei metode consta in complexitatea si durata mare de timp
(96 ore) cheltuit la realizarea ei, sensibilitatea si precizia nesatisfacatoare.

Problema pe care o rezolva inventia consta in elaborarea si optimi-
zarea conditiilor de efectuare a metodei de apreciere a toxicitatii sub-
stantelor chimice cu utilizarea organismelor monocelulare, in special a
infuzoriei P. caudatum, marirea sensibilitatii, reproductibilitatii si a preci-
ziei metodei, reducerea cheltuielilor la realizarea acesteia, posibilitatea
procesarii probelor in serie cu un efect economic substantial.

Metoda se efectueaza in modul urmator. Se pregateste cultura-start,
pentru aceasta se selecteaza, cu ajutorul microcapilarului, celule de Pa-
ramecium caudatum si se transfera in microcosme cu mediu nutritiv ce
contine suspensia de drojdii de panificatie Saccharomyces cerevisiae cu
concentratia de 1 g (masa uscata) de drojdii la un litru de apa de robi-
net declorata. Cultura-start de Paramecium caudatum se tine 2-3 zile in

termostat la o temperatura constanta de 23° C, timp in care se produce
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nmultirea parameciilor, dupa care resturile metabolice se inlatura prin
filtrare, se numara celulele de P. caudatum si se aduce numarul lor cu
apa de la robinet declorata pana la circa 3,0 x 103/mL celule, apoi se
pregatesc probele de cercetat, pentru aceasta cultura de P caudatum se
pipeteaza in tuburi Eppendorf cate 890 pL de cultura, se adauga dilutiile
substantelor testate, fiecare proba se repeta de cel putin 3 ori (in triplet).

La fel se monteaza in triplet si probele de control (contin cultura de P
caudatum fara substantele testate), apoi toate probele se incubeaza in-
tr-un loc intunecat la temperatura camerei timp de 24 ore. In timpul incu-
barii se efectueaza evaluarea microscopica a probelor testate si se anali-
zeaza: dezvoltarea parameciilor, comportamentul, morfologia, formarea
chisturilor. La formarea chisturilor se constata modificarile survenite, fara
a se face masurari suplimentare. Dupa 24 ore in toate probele se adauga
cate 100 pL de solutie de colorant 3-amino-7-dimetilamino-2- metilfena-
zin clorhidrat (Rosu neutru, NR) cu concentratia de 60 mg/mL, probele se
agita si se incubeaza intr-un loc intunecat la temperatura camerei timp de
3-4 ore. Dupa aceasta in toate probele se adauga cate 10 pL de solutie
de formalina de 0,4% si se agita atent, dupa 2-3 min probele se centrifu-
gheaza timp de 5 min la 2000 turatii, apoi supematantul se inlatura atent,
fara tulburarea sedimentului. Imediat sedimentul se resuspendeaza in
1 mL de apa de robinet si se centrifugheaza, spalarea sedimentului cu
centrifugare se repeta pana la decolorarea supernatantului, dupa care
sedimentul se amesteca cu 110 pL de solutie de 3 M de NaOH péna la
obtinerea unei solutii omogene. Apoi, se transfera cate 100 pL de solutie
din fiecare tub Eppendorf in godeurile microplacii fotometrice cu 96 de
godeuri a unui spectofotometru si se masoara absorbanta (densitatea
optica) la lungimile de unda de 540 nm si 690 nm, dupa care se calcu-

leaza procentul de paramecii vii utilizdnd formula:

% paramecii vii = ((Ab554opr' Abségopr)) /((Abs,,, - Abs,, )) x 100, unde:
Abs,,  siAbs,,  -valoarea absorbantei probei de cercetat la lungimi-
le de unda de 540 si 690 nm;
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Abs,, . si Abs,,, -valoarea absorbantei probei de control la lungimile
de unda de 540 si 690 nm,

si se determina concentratia letala (LC, ), totodata, cu cat valoarea
concentratiei LC50 este mai mica, cu atat toxicitatea substantei chimice
testate este mai mare.

Astfel, metoda prezentata consta in accelerarea testarii substantelor
toxice cu utilizarea organismelor monocelulare Paramecium caudatum
si a colorantului Rosu neutru, cresterea sensibilitatii, reproductibilitatii si
a preciziei metodei, posibilitatea procesarii probelor in serie, reducerea
cheltuielilor la realizarea metodei cu obtinerea unui efect economic sub-
stantial. Metoda este mai sensibild, mai ieftind, mai specifica, iar reactivii
folositi sunt stabili si, totodata, metoda propusa prezinta mai putine in-
terferente. Metoda se refera la biologie si toxicologie, si anume la meto-
de de apreciere a toxicitatii substantelor chimice. De exemplu, ca mate-
rial de cercetare a fost luata substanta CMT-67 si in calitate de etalon a

fost utilizata substanta Cu(NO,), in diapazonul concentratiilor 100-1 pM.

REZULTATE SI DISCUTII

Conform metodei descrise in articolul dat au fost efectuate cercetari
de determinare a toxicitatii substantelor CMT-67 si Cu(NO,), in Labora-
torul Sistematica si Filogenie Moleculara al Institutului de Zoologie.

Substantele chimice au fost testate la concentratiile de 100, 10 si 1
uM, incubate la temperatura camerei de 25° C timp de 24 si 48 h. A fost
calculata viabilitatea celulelor in corelatie cu concentratiile utilizate si,
astfel, a fost posibil de determinat indicele toxic LC,, Totodata, cu cat
este mai mic procentul de paramecii vii, cu atat toxicitatea substantelor
cercetate este mai mare. In timpul incubarii s-a efectuat evaluarea micro-
scopica a probelor testate: dezvoltarea parameciilor, comportamentul,

activitatea locomotorica, formarea chisturilor.
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Concentratia | Viabilitatea | SD | LC50 | SD | Viabilitatea | SD | LC50
COD SD uM
gM (%), 24 ore | (%) T\ UM | (%), 48 ore | (%) Y%
CMT-67 100 0 (chisturi) 10,0 | 0,2 | O(chisturi) 5,1 1,6
10 50,7 3,0 40,5 4,3
1 103,0 2,8 76,2 6,0

Nota: sunt prezentate valorile medii ale absorbantei a 3 determinari paralele.

La actiunea compusului CMT-67, la concentratia de 1 pM de sub-
stanta celulele aveau o forma regulatd a corpului, miscarea era relativ
haotica, fara a se opri din miscare. Viabilitatea parameciilor dupa 24 ore
a constituit 103%, comparativ cu martorul. Dupa 48 de ore indicele via-
bilitatii s-a micsorat panala 76,2 %.

La concentratia de 10 pM a preparatului, miscarile parameciilor au
fost mai incetinite si circulare. Evaluarea microscopica a semnalat lezarea
celulelor (Fig. 2,C), viabilitatea dupa 24 ore a fost de 50,7 %, iar dupa 48
de ore - de 40,5 % in comparatie cu lotul martor.

CMT-67 (24h) CMT-67 (48h)

LCs0 =1040,2uM LCso =5,1*1,6 uM

V (%)

a 05 1 15 2 25 1] 05 1 15 2

Concentration, Lg (uM) Concentration, Lg (uM)

Figura 1. Viabilitatea populatiei Paramecium caudatum la actiunea compusului
CMT-67 dupa 24 si 48 ore de actiune.

La actiunea a 100 uM de concentratie a avut loc remodelarea celule-
lor de parameciu: o parte dintre celule se umflau, capatand o forma sfe-
rica, clar pronuntata astfel s-a produs inchistarea organismelor (mod de
protectie a ciliatelor la actiunea factorilor nefavorabili de trai, (Fig.2, A).
La alte celule peretele celular se distrugea si ducea la moartea acestora
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(Fig.2, B). La formarea chisturilor se constata modificarile survenite, fara a
se face masurari suplimentare. Dupa 24 ore de incubare indicele toxicLC,
=10,0£0,2 pM, iar dupa 48 de ore LC, - 5,1£1,6 pM (Tab.1).

Activitatea substantei CMT-67 continua s-a scada pe toata perioada tes-

0

tarii odata cu cresterea concentratiilor de la 1 uM péna la 100 uM (Fig.1).

B @ b]

Figura 2. Activitatea substantelor CMT - 67 si Cu(NO,), asupra test-culturei
de paramecii. A - Inchistarea celulelor; B - inchistarea si lezarea
celulelor; C - Lezarea celulelor.

In continuare a fost demonstrat3 activitatea compusului Cu(NO,), la
concentratiile de 100, 10 si 1 uM. Viabilitatea la concentrata de 1 uM
dupa 24 de ore de administrare, este de 95,9 %, iar dupa 48 de ore se
impune o scadere de 76,2 %, comparativ cu martorul. La actiunea con-
centratiei de 10 pM procentul viabilitatii este intre 34,1 si 30,4 % timp de
24 sirespective 48 ore, iar la concentratia de 100 pM se atesta modificari

a indecelui dat cu valorile cuprinse intre 20,9 si 1,2 % (Tab.2).

Tabelul 2: Rezultatele actiunii compusului testat Cu(NO3)2 asupra culturii de
Paramecium caudatum dupa 24 si 48 ore

.| Viabilita- A
COD Concentratia tea SD [LC50| SD | Viabilitatea SD [LC50| SD
M % M M %), 48 % M M
H (%), 24 ore ) | v H (%) ore o) | v H
100 20,9 6,3 1,2 0,8
Cu(NO3)2 72 119 42 1 0,1
10 30,4 8.1 34,1 1,9
1 95,9 4,8 76,2 2,7

Nota: sunt prezentate valorile medii ale absorbantei la 3 determinari paralele.
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La evaluarea microsopica a probelor testate, la concentratiile de 100
si 10 pM s-au constatat modificari ale deplasarii organismelor studiate,
inclusiv miscari haotice, circulare a celulelor, cu o forma regulata a cor-
pului, iar la unele lezarea peretelui celular a dus la moartea organismelor
(Fig.2, C). La concentratia de 1 uM s-a observat modificari ale viabilitatii
abia dupa 48 ore de administrare, acest indice fiind cu 23,8 % mai mic
decét la lotul control.

Concentratia toxica letalad 50% la actiunea substantei Cu(NO,), dupa
24 ore este LC,,= 7,2 £1,9 uM, iar dupa 48 de ore LC, este de 4,2+0,1
uM. Astfel, toxicitatea preparatului s-a marit dupa 48 de ore de testare
(Fig.3).

Cu(NO3)2 (24h) Cu(NO3)2 (48h)

100

B0

LCs0=7,2+1,5uM LCs0=4,220,1uM

V(%)

60

V(%)

40

20

0 05 1 15 2 2 0 05 1 15 2 2,

Concentration, Lg (uM) Concentration, Lg (uM)

igura 3. Viabilitatea populatiei Paramecium caudatum la actiunea compusului
Cu(NO,), dupa 24 si 48 ore de actiune

in baza rezultatelor obtinute s-a constatat cd compusii CMT-67 si
Cu(NO,)

nificativa, manifestata prin reducerea substantiala a procentului de pa-

, cu concentratiile de 100, 10 i 1 pM poseda o toxicitate sem-

ramecii vii, dupa 24 si 48 ore de incubare, si poseda o concentratie de
inhibare semimaximalad pentru CMT-67, LC, este 10,0 si 5,1 si pentru
Cu(NO,),LC, este 7,25i 4,2 uyM

CONCLUzII
1. La folosirea metodei descrise se micsoreaza timpul de efectuare a

analizei de ~ 2 ori, se reduce cheltuielile de reagenti, se mareste sen-
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. In urma examinérii preparatelor CMT-67 si Cu(NO,)

sibilitatea, precizitatea si reproductibilitatea metodei de determinare,
in comparatie cu prototipul. Aceasta permite de a aprecia mai precis
toxicitatea substantelor testate, se micsoreaza cheltuielile de reagenti,

creste productivitatea muncii cu un efect economic substantial.

. Procedeul propus conform inventiei asigura accelerarea biotestarii

substantelor in vederea stabilirii mai exacte a toxicitatii lor si relevarea
dependentei toxicitatii fata de concentratiile substantelor studiate.

, s-a evidentiat
unele diferente statistice la astfel de caracteristici cum ar fi: inchista-
rea ciliatelor, comportamentul de deplasare, lezarea peretelui celular

dupa care survine moartea substantiala a lor.

.In urma analizei efectuate a fost stabilit cd preparatele CMT-67 si

Cu(NQ,),sunt toxice pentru test-organismele P.caudatum.

. S-a demonstrat ca compusul coordinativ CMT-67 inhiba total creste-

rea si diviziunea infuzoriilor la concentratia de 100 pM, insotita de for-

marea chisturilor celulare.

. In diapazonul de concentratii 1-100 uM au fost calculate valorile LC,,

(concentratia letala) pentru substantele CMT-67 si Cu(NO,),. Astfel,
pentru CMT-67 LC,, = 5,1%1,6 uM, iar pentru Cu(NO,),,LC, = 4,2+0,1
uM, dupa 48 ore de testare. De aici rezulta ca CMT-67 este mai putin
toxic fatd de Cu(NO,),

. S-a demonstrat corelatia dintre concentratia substantei si procentul

parameciilor vii: cu cat concentratia este mai mare (in cazul dat 100
uM) cu atat procentul parameciilor vii este mai mic, si invers, cu cét
concentratia este mai mica (1 puM) cu atat procentul parameciilor vii

este mai mare.
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