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1. INTRODUÇÃO

À. Culturas Celulares

Á possibilidade da visualização direta de cromossomos
humanos nr animaisa 30 microscópio ópticos bem como SUAS,

representação por fotomicroarafias deveram­se. sobretudo, A

consideráveis progressos metodológicos. tais como à identificação

dos meios nutritivos para à cultura de células à partir de tecidos.

a utilização de antibióticos na prevenção da ocorrência de

contaminação por microorganismos com consequente perda das culturas.

o emprego de agentes que induzem a divisão mitóticas como 3

tfitohemagslutininas. OU que retêm os cromossomos em condições
propicias para análise. como à colquicinas E O tratamento

hipotônico.

Nos estudos das células de mamíferos. à constituição

cromossõmica assumiu um importante papels principalmente na espécie

humanas nàã qual foram reveladas inúmeras desordens. genéticas ou

adquiridas como manifestações dos efeitos tóxicos de compostos

mutagênicos. Nos demais aoarupos de animais. a constituição

cromossômica também assumiu um papel relevante. com ênfase especial

no reconhecimento dos padrões e do significado evolutivo das

asmudanças cromossômic que ocorreram na diferenciação das espécies.
À análise cromossômica nas espécies animais. até o final

da década de 7& e início de 89), era feita em larga cecala em

preparações celulares obtidas de medula óssea. Contudo: apesar

preparações fornecerem informações citogenóticas básicas. oe

cromossomos metafásicos apresentavam­se geralmente muito contraidos,s

oO que dificultava à obtenção de marcação diferencial das bandas

Cromossoómicas. For issos ESSAS preparações vêm sendo

progressivamente substituidas pelas culturas celulares.

Dependendo do tipo celular em análises as culturas podem

de curta ou de longa duração. Linfócitos do sangue periférico e

células epiteliais são cultivados por períodos curtos. sendo,

geralmente. utilizados na genética clinica para Efeito de

diagnósticos rápidos. Culturas de outros tipos celulares. como os

fibroblastos. pelo período que demoram para se estabelecer. são mais
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utilizadas no amplo campo da citogenótica animal e experimental.

às. culturas de longa duração podem ser de dois tipos

básicos! as primárias e as de linhagens. As culturas primárias são

constituídas de material (obtido diretamente do organismo

consistemsa geralmente. em uma mistura de células fibroblastóides
epitelióides. às linhagens são subculturas das primárias. "ue após o

cultivo seriado passam à constituir­se por apenas um tipo celular

(FRESHNEY,., 17587),

Entre as várias técnicas utilizadas para o cultivo de
células. 3% mais usadas desenvolvem as células em suspensão em
monocamadas,., em suspensão após adesão à particulas sustentadoras

(microcarriers). Ou à partir de explantes.

As culturas de células em suspensão são indicadas para à

realização de estudos de nutrição, metabolismo é análise de

populações, mas nem todos os tipos de células dão culturas

monodispersas. D crescimento espontâneo em spensão é restrito
linhagens celulares hemopoiéticas. tumores ascíticos E UMAS poucas
linhagens selecionadas. como as celulas transformadas.

No entantos à maioria das células necessita de um

substrato de apoio para proliferar. à técnica de cultivo de células
animais em monocamada. sobre superficie sólida e meio de ultura

Tiquidos foi descoberta e desenvolvida à partir de 19743 por Earle e
colaboradores (cf. FRESHNEY, 1787). As células. obtidas após

desagregação mecânica ou enzimática do tecido. aderem à superficie
do frasco ou à lamiíinulas de vidro colocadas previamente dentro do

frascos, achatamese e multiplicamese até formarem o que se costuma
chamar de tapete celular ou camada contínuas que &Eé& geralmente

uniestratificada. Quando à cultura está com uma população grande de

células, essas começam a soltar­se do substrato e é precisos. então,

subdividio­la., Fara isso. podem ser empregadas enzimas proteoliticas

como tripsinas pronase ou colagenase. agentes quelantes como o ácido

etilenodiaminotetracético (EOTAI. ou ainda à técnica de raspagem.
O ciclo de crescimento é facilmente demonstrável nas

células cultivadas em monocamada. podendo­se observar nitididamente

as suas quatro fases. Ou seja, à fase de repouso (lag phase). à de
multiplicação logaritmica (log phase). à estacionária (plateau
phase) = 3 de degeneração logaritmica., FRESHNEY (147387) apresenta
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detalhadamente à caracterização de cada uma das Fases. cCudos

aspectos principais são resumidos a seguir.

A fase de repouso é à inicial em uma subculturas é nela

há pouca evidência de aumento no número de células. É um período de
adaptação com duração de cerca de 24 horas. durante o qual às
celulas substituem os elementos do alicocálix que foram perdidos na

tripsinizaçõão. cespalhamese e aderem ào substrato,

A fase de multiplicação logariítmica é o período de
aumento exponencial no numero de celulas. que ocorre após à fase

inicial e termina assim que as celulas se tornam confluentes., À

duração dessa fase depende da densidade de semeadura. da taxa de
crescimento das células e da densidade na qual à proliferação

celular é inibida pela densidade. Guando uma subcultura é iniciada

com células “due estão nessa fase. à multiplicação recomeça sem

passar pela fase de repouso e às células podem permanecer

indefinidamente em fase logaritmicas isto é. de multiplicação ativa.

à confluência alcançada pelas células na fase log. que faz

que todas as celulas estejam em contato. reduz ou interrompe o

imento ccelulara ocasionando à fase estacionária. às células

Cornamese menos MÓVeis. alguns fibroblastos oOrientam­se

paralelamente à outros e há um enrugamento da membrana plasmáticas.
de tal forma que à célula passa à ocupar uma menor superfície do

substrato. diminuindo 2sua área de contato com o meio de cultura.

Entretantos à maioria das culturas com substituições regulares do

meio continua à proliferara embora em taxa reduzida. resultando em

varias camadas de células. Isto indica queo termo estacionário deve
ser aplicado somente em determinadas condições. ou seja, para

cultura de determinadas células.
Em alguns casos. observa­se que à fase estacionária não

implica na cessação completa da proliferação celular. mas representa

um estado onde à divisão celular é balanceada pela perda. Nas

situações em que à perda OU morte das células é maior que à
proliferação. tem­se a fase de deseneração da cultura

Em um outro tipo de cultura. à de células em suspensão

aderidas à particulas. o papel da superficie do frasco usado para

pa estabelecimento de uma monocamada. no CASO de células
dependentes ce ancoragem. É substituído por partículas
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A

microscópicas. os " microcarriers "“. que ficam em suspensão e servem

de substrato para à adesão das células. As particulas utilizadas têm

aproximadamente 199 um de diâmetro e são feitas de substâncias

orgânicas. como colágeno, gelatina e resinas protéicas do tipo
Sephadexs ou de polímeros sintéticos como o poliestireno e

poliacrilamida. Essa técnica reune em si os principios da cultura em

monocamada e da cultura em suspensãos trazendo como vantagem à

obtenção de celulas em grande quantidade.

À cultura à partir de explantes., sem prévia dispersão

celular. foi um dos primeiros tipos à serem desenvolvidos. no inicio

do século XX (cf. FRESHWEY, 1987). Essa técnica é usualmente

aplicada quando o material de que se dispós para à preparação de

culturas é escasso e quando se quer evitar alterações químicas e

morfológicas que 0 uso de enzimas e de agentes quelantes possam

causar às células, (O procedimento clássico na cultura de explante

envolve à embebição do fragmento de tecido que vai ser explantado em
plasma sanguíneo ou linfa., antes de ser colocado sobre a superfície

de crescimento. O plasma deve fornecer 05 fatores ou elementos que

ajudam o explante à se fixar no substratos. estimulando à migração

Nas à partir do fragmento (HSU et al... i74Ox FRESHNEY.

À técnica de cultura de explante é Util para pequenos

fragmentos de tecidos tais como as biopsias. Sua desvantagem está

apenas em due não pode ser aplicada aos tecidos que apresentam pouca

adesividade. Contudos celulas como fibroblastos. mioblastos e
células epiteliais geralmente migram do explante com sucesso.

As células obtidas por qualqduer uma dessas técnicas

descritas podem ser analisadas sob diferentes aspectos, ou

congeladas para estudos futuros. evitando­se os fenômenos de

instabilidade genéticas senescência da linhagem possíveis

contaminações...

D congelamento de células à temperaturas de ­459C a —70008,

ou até de “19490 em nitrogênio liquido, permite que amostras de

culturas de linhagens possam ser mantidas por longos periodos de

tempos constituindo bancos de celulas. Geralmente, linhagens

celulares heteroplóides preservamese mais facilmente que células

primárias ou linhagens diplóides e as células ao serem congeladas
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devem ser saudáveis. estar livres de contaminações Es

preferencialmente, situarem­se na fase de crescimento logaritmico

(CERESHNEY., 1787).

MAZUR (1978) refere dois tipos básicos de congelamento

celulario o lento e o rápido. Quando se congela lentamente um (meio
biológico celulars à formação dos cristais é exclusivamente

extracelular. Esses cristais removem água dos espaçõe inter
intracelulares Es atingindo dimensões várias vezes superiores ao
tamanho das próprias celulas. comprimemenas entre sia num

concentrado de seus próprios solutos. Fara prevenir as injúrias

ocasionadas pelo congelamento. pode­se reduzir à quantidade de água

removível pela formação dos cristais. com à consequente redução da

concentração de sais à um nivel aceitável. através da utilização de

um agente criopreservativo no meio de congelamento. Essa é à base do

uso de macromoléculas de polivinilpitrolidona (EPVPICA polietileno

galicol (FEG) e dos solventes olicerol e dimetil sulfóxido CUMSO)
Tais compostos. quando presentes no meio de congelamento. unem­se à
uma certa quantidade de águas impedindo­a de cristalizar­se E

obrigando­a à permanecer no estado 1iaquido. à seleção do agente

crioprotetor é feita de acovdo com o tipo celular e o procedimento
de congelamento,

OD congelamento rápido promove à formação de pequenos

de gelo intracelulares. que tendem à alcançar gorandes

& durante o processo de desconselamento lento das células.

qMUE durante o descongelamentos na temperatura do ponto de

fusãos há um aumento na recristalização com à formação de grandes
cristais à partir dos pequenos cristais intracelulares. o que pode
causar danos irreversíveis às células. Fortantos para prevenir às
injúrias causadas por esse tipo de congelamento, é preciso impedir a
formação dos grandes cristais intracelulares., por meio de
aquecimento rápido, Isto mostra que a sobrevivência da célula

depende não só do processo de conselamentos mas também do
descongelamento,
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E. Importância dos Estudos Citogenéticos na Ordem Chiroptera

Um dos problemas mais intrigantes na evolução dos

vertebrados é à evolução e diversificação dos animais da ovdem

Chiropteras que é amplamente distribuída e bem sucedida. ocorrendo

predominantemente em áreas tropicais e com menor representatividade

nas regiões temperadas e temperadas Frias (KDOFMAN. 1778). Essa

ordem constitui um dos mais antigos e divergente grupo de mamiferos,.

sendo representada pelos MOTCESGOSs OS unicos mamíferos. entre os
vertebrados. que apresentam caracteristicas morfológicas EG

fisiológicas que os tornam aptos ao vôo verdadeiros caracteristica

que compartilhada apenas com os pássaros atuais e possivelmenteê

com 03 pterossaunros reptilianos. Ds morcegos são. sem dúvida. um

arupo de sucesso. constituindo à segunda maior ordem de mamiferos,

somente superados =m número de espécies pelos roedores (NOWAK &

FARADISO., 179893), à insuficiência de redistros fósseis força os
estudiosos da evolução do grupo à extrapolarem o passado históricos

com base nas caracteristicas das espécies viventes. Embora exista um

considerável volume de informações sobre à binlogia e ecologia dos

membros da ordem Chiropteras há muitos aspectos taxonômicos não

resolvidos e as relações filogenóéticasa que são Frequentemente

obscurecidas pela radiação adaptativa. ainda são dicutíveis.

â ordem Chiropteras CILLE recentemente vem sendo
extensivamente questionada sobre sua origem e evolução (FETTIGREWYW.

i79ia e b)s mas que presentemente é ainda aceita como monofilética

(BAKER et al... 17914: SIMMONS et al... 1991). engloba cerca de P9O98

espécies agrupadas em 475 gêneros de 17 famílias e duas subordensz

Megachiroptera e Microchiroptera. à subordem Megachiroptera contém

apenas uma famílias à Fteropodidae. com 42 gêneros e 1682 espécies

CKDDEFMAIN 1784). À subordem Microchiroptera é comospolita e inclui
16 familias. com uma representação no Novo Mundo de aproximadamente

282 o Dessas, cerca de i34 são encontradas no Erasils

abransendo representantes ce F familias: Emballonuridae,

Noctilionidas., Mormoopidaes. Fhyllostomidac. Molossidac., Natalidat.

Furipteridae. Thuropteridae e Vespertilionidac. (TADUEL., 1983:

VARELLA­GARCIA et al... 1787).
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Ds cestudos na ordem Chiropteras na sua maior

partes fundamentamese em padrões morfométricos comparativoss que
envolvem medidas corporais externas e cranianas e caracteristicas

dentáriass como fórmula dentária e detalhes estruturais dos dentes.

Eoréma essas caracteristicas consideradas isoladamente não
suficientes para definir com clareza as relações entre os diferentes

Fan. HILL (1974). ao descrever à nova familia de morcegos

Crasceonuscteridae. já havia ressaltado os problemas de se basear uma

classificação em alguns poucos dados. sugerindo que outros sistemas

de informações fossem adicionados.

Mais recentementes outros tipos de estudos vêm sendo

utilizados nas interpretações sistemáticas. Como =

histomortfológicos.s: imunológicos. bioquímicos e citogenéticoss. todos

voltados ao esclarecimento das relações filogenóéticas entre

diferentes familias. gêneros e espécies,

D estudo dos cariótipos tem contribuldo fortemente nas

proposições E no estabelecimento das relações e afinidades
evolutivas entre as espécies de vários grupos animais. D­ cariótipo

não é afetado pela adaptação a diferentes nichos ecológicoss como

pode acontecer com os caracteres morfológicos. Por isso. o estudo do
complemento cromossôómicos principalmente quando realizado com

técnicas sequenciais e específicas de bandamento que apresentam bos

resolução em células cultivadas, pode identificar os mecanismos de

olução cromossômica que ocorreram dentro de um grupo e contribuir

para o esclarecimento dos relacionamentos filogenéticos.

Ds padrões de bandamentos cromossômicos G ou KR. por

exemplos. podem ser utilizados para análise filogenética, por métodos

comparações cladisticas CEAKER,., 19771 EAKER et al. i783, 1957).

variações nos padrõôes de bandas G em diferentes faxa podem ser

atadas como um caráters e à identificação do estado primitivo ou
derivado do caráter possibilita que se determine o tipo & O número

dos rearranjos incorporados durante o curso da evolução. Além disso.
similaridades nos padrões de evidenciam uma homologia

genctica, isto 6, uma origem evolutiva comum. enquanto que

acentuadas diferenças nos padrões de bandas SUgerem maior

distanciamento em termos evolutivos (EAKER et al... 1787). Assim,
caracteres identificados como derivados. designados apomórtficos.
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partilhados por diferentes faxa podem ser utilizados para

identificar subconjuntos monofiléticos.s ou sejas com uma origem
evolutiva Comum.

às informações obtidas das interpretações dos padrúôes de

bandas cromossômicas representam dados independentes. que podem ser

usados para testar os relacionamentos em faxa que tem sido

tradicionalmente agrupados. com base em adaptações morfológicas

altamente especializadas. À interpretação cladistica dos dados

resulta na formulação de um cladogramas que representa uma hipótese

de relacionamento filogenético e que pode testar propostas

desenvolvidas com base em outros conjuntos de dadoss como por

exemplos. os morfológicos, ecológicos. bioquímicos ou imunológicos.

Dz mais antigos estudos citológicos em morcegos datam do

início do século XIX (VARELLA­GANCIA & TAQNOET., 1989, para
referências). No entantos só se tornaram consideravelmente mais

frequentes à partir da década de 60; quando foram publicados os

trabalhos de WAINEERG (1948), BAKER (17467). BAKER & PATTON (1747).
BAKER & HSU (1970), entre outros. que descreveram os cariótipos de

dezenas de espécies americanas de diferentes familias.

Nessa mesma Epocas foram publicados os primeiros

resultados de estudos com morcegos brasileiros por YONENAGA (197648).

TONENAGA et al. (1969) e EEÇÃK et al. (1948. 1959). Fouco mais tarde,
TOLEXNO (1973) apresentou o estudo citogenético de 24 espécies de

morcegos brasileiros. das quais O analisadas pela primeira vez

(Histiotus velatus:; Molossus ater. Micronycteris minuta: Eumops

auripendulus e Vampyrops lineatus), Essas primeiras análises

cromossômicas. apesar das limitações técnicas à que EStAVAM

sujeitasa já apresentavam resultados interessantes em relação à
taxonomia e filogenia de grupos.

À utilização das técnicas de bandamento tem contribuído

bastante para DD esclarecimento das relações filogenéticas = dos

mecanismos de evolução cromossômica das espécies de morcegos. STOCK

(1975), comparando as espécies do gênero Carollia (Ciaroliliinas)

Choeroniscus (Glossophaginae). pôde verificar que embora elas

possuissem cariótipos muito semelhantes em nível morfológicos 0 que

poderia sugerir proximidade evolutivas apresentavam padries de

bandas facilmente diferenciados. O mesmo foi concluído em relação
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spécies Rhinopoma hardwickei (Rhinopomatidas. Microchiroptera) =

Rousettus aegyptiacus (FPteropodidas. Megachiroptera)d. por GUMSTYEH &

BAKER (í985), Esses autores compararam os padrões de bandas G dessas

duas espécies e verificaram que elas apresentavam pequena homologia

cromossômicas, evidenciando que a familia KRhinopomatidaes considerada

à mais primitiva entre os Microchiropteras não se relacionava

estreitamente com os Megachiroptera., Esses dados contrariavam o que

havia sido proposto por KAY­CHAUTDKURNI et al. (1749), com base na

similaridade das caracteristicas morfológicas é nas informações

cariotipicas disponiveis.

BAKER et al (179789). analisando diferentes conjuntos de

dados. incluindo os cromossômicos. propuseram uma nova classificação

para os morcegos da familia Fhyllostomidae. que é uma das mais

diversificadas entre os Microchiroptera. Eles verificaram que não

haviam sinapomor tias cromossômicas. ou seja. caracteristicas

derivadas compartilhadas pelos generos HMacrotuss Hicronycteris,

Chrotopteruss Trachops é Vampyrums que suportassem à hipóteses de

nrigem monofilética. Nesse mesmo estudo. os autores confirmaram que

as três espécies de morcegos vampiros (Uiphyllas Diaemuss e

Besmodus). que por suas modificações estruturais haviam sido

inicialmente considerados uma família distinta de Fhyllostomidae,. à

Desmodontidaes. partilhavam um ancestral comum com os Fhyllostominac.

uma subfamília de Fhyllostomidae. após à divergência dos gêneros

Micronycteris = Macrotus. Ássima BAKER et al. (17989) mantiveram os

vampiros como à subfamília Desmodontinae. conforme KOOPMAN & JONES

JR (19670) haviam propostos com base nos estudos dos cariótipos e da

similaridade de proteínas e morfologia de espermatozóides (FORMAN et

al... 1748).

Embora as informações citogenéticas tenham se mostrado

uteis nos estudos taxonômicos. à quantidade de informações
disponíveis varia entre as diferentes famílias de Chiroptera e os

dados não são representativos da ordem como um todo. Na familia

Fteropodidae, da subordem Memsachiropteras são conhecidos DES

cariótipos de apenas 25 espécies de 14 gêneros. das cerca de 414648

espécies due à constituem (C(CAFANNA & CIVITELLI. 1979: YONG &

DALIWAÃLA 1974: ANDO et al... 17805: HAIOUK et al... 19984: YONG, 1794),
Entre os Microchiropteras à maioria das espécies de morcegos que vêm
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No

sendo investigadas pertence a cinco grandes familias:

Emballonuricdace,. Fhyliostomidac. HMormoopidace. Noctilionidae
Vespertilionidas C(VARELLA­GARCIA & TAQNDEI,., 17387),

A familia Molossidaes, embora não esteja entre às
mais estudadas. 6 à terceira maior em numero de Esp

constituindo­se por cerca de 09 especies agrupadas em 412 gêneros
(KODEMAN 1TB4), Ds morcegos dessa familias São facilmente

distinguíveis dos demais. apresentando uma face características. com
orelhas curtas = largas geralmente projetadas sobre o5 olhos

focinho largo e obliquamente truncados e uma cauda que

exterioriza após à borda posterior do uropatágio., Esses animais

insetivoros e cerca de metade das espécies pertence ao gênero
Tadarida (FREEMAN, 1731). AS espéci do gênero Tadarida são

Encontradas em ambos 03 hemisférios e semelhanças entre as formas

dos dois hemisférios. juntamente com a presença de Tadarida (que é

provavelmente > gênero mais primitivo) no Dligoceno da Europa.
Sugerem que à familia teve sua origem no Velho Mundo (KODEMAN.
978),

Nas Américas ocorrem 3ií espécies de molossiídeos. das quais

ió têm já descritas algumas informações citogenóéticas (NARELLA­

GARCIA & TADUET,., 1i7069, para referências). Contudo. essas informações

geralmente bascearamese na análiee de cromossomos corados de modo

usual, que sabidamente subestima à variação detectada pelas técnicas

de bDandamento em cerca de SO vezes C(HAITNUK et al.as 1781). Às

exceções são duas espécies de molossideos. que tiveram seus padrúes
de bandas O descritos: Tadarida brasiliensis (EAKER et al.., 1979882) e
Eumops glaucinus (MORIELLE et als. 196858). O número diplóide (8n) da

família varia de 34 a 48 e o número fundamental (NE). ou sejas o
numero de braços do complemento autossômico. de 54 à 44. Como a
maioria das espécies possui En=48, os cariótipos com 48 cromossomos.

como os de Molossuss Otomops e Tadaridas foram propostos como

representativos do cariótipo primitivo CEAKER., 19705 WARNER et al..

1774 GARUNER., 177771 BAKER et al... 17589).

O interesse pelo estudo do cariótipo desses animais

justificado por várias razóes. Entre elas destacamese à quantidade
significativa de espécies da familia Molossidae na fauna da América

do Sul. inclusive no Erasil. que apresenta representantes de 4147
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(VARELLA­GARCIA et al... 1959), assim como à cscassez de

dados citogenéticos detalhados. Destaca­se. ainda. à possibilidade

de que à interpretação adequada de conjuntos inter­disciplinares de

dados permita o estabelecimento de parentescos 2 à identificação de
relações evolutivas, e propicie o desenvolvimento de hipóteses
filogenéticas melhor fundamentadas para à familia.

C. Sitios Frágeis Cromossômicos

cromossomos humanos e de vários outros mamíferos

apresentam regiõles., denominadas sitios frágeis, (que manifestam

quebras e falhas trequentes quando as células cultivadas são
submetidas a certos compostos quimicos ou à condições especiais de

cultivo.

As caracteristicas morfológicas que essas regiões

apresentam têm despertado Do interesse de grande numero de
citogeneticistas.a principalmente em função das dificuldades para o

larecimento de sua natureza e participação no fenótipo e de sus

importância para o conhecimento da estruturae função do cromossomo.
DO estudo dos sítios frágeis assumiu grande importância na

citogenética humana, de tal forma que eles foram considerados

revolucionários EM conceito e natureza (SUTHERLAND & HECHT. 17585).

Dos resultados obtidos foi possível verificar que o5 sitios frágeis

compartilham certas caracteristicas. como manifestação de falhas ou
quebras que podem envolver uma ou ambas as cromátides do cromossomos

de deficiências e figuras trirradiaisa evidenciando que (cssas
regiões são susceptíveis à quebras e rearranjos cromossómicos. Todas
as mudançãs cromossômicas estruturais devidas à presença de um sitio
frágil ocorrem em uma região constante no cromossomo e permanecem
através da meiose e mitose. de modo que são hereditárias.

à primeira referência à hereditariedade de um cromossomo

com tais caracteristicas foi feita por LEJEULUNE et al. (1748). no

cromossomo 2 humano. Fosteriormentes. LUES (176579). estudando um

paciente com deficiência mental ligada ao sexos verificou que ele

apresentava um cromossomo nmarcadors. interpretado como sendo o

cromossomo X. que apresentava uma constrição secundária terminal no
braço longos que também aparecia em membros afetados =» normais de

EV
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”“. 12 13 14 15 16 17 18



sua familia, logo após. MAGENIS et al. (1770) descreveram

ocorrência de quebras frequentes na região distal do braço longo do

cromossomo 14 em um individuo com deficiência de imunoalobulina À e

em vários membros normais da familia. e esses autores designaram

o fenômeno como “ sitio frágil ".

Na última décadas muitas outras regiões cromossômicas

foram reconhecidas como sitios frágeis e classificadas como comuns

ou constitucionais. quando detectadas em orande número de

indivíduos. ou como sitios frágeis raros quando detectadas em

frequências muito baixas na população (EERGER et al... 1785). No 168:

International Workshop on Human Gene Mapping. realizado em New Haven

em 1969, foram listados 1143 sitios frágeis. dos quais fé são raros &

37 são comuns (HUMAN GENE MAFEING 128, 19787),

Ds sitios frágeis raros são herdados com padrão

codominantes. expressamese sob determinadas condições de cultivos

aparecem em menos de 9.28% dos individuos, têm baixos indices de

Expressão nos ortadores. ocorrem em qualquer dos cromossomos

manifestam­se em apenas um dos homólogos (SUTHERLAND 1979: EERGER
et al.s 1785: SUTHERLAND & MATTEI.R 19871 SUTHERLAND & LEDNEECTTER,
i76587: HECHT et al.s 1798), Os sitios frágeis comuns também aparecem

Em condições de cultivo especiais Ea possivelmentes são

hereditários. São encontrados em praticamente todos os individuos

testados. podem ser observados em qualquer dos homólogos de todos ou

virtualmente todos os cromossomos e EXpressamese em homozigosse em

certa proporção de celulas (EERGER et al... 17857 HECHT., í78Si

SUTHERLAND & MATTEI, 17877 HECHT et al... 1798),

Os estudos realizados com à Finalidade de esc BEEGY O

papel ou comportamento dos sitios frágeis têm mostrado que eles

tanto ocorrem espontaneamente. como podem ser induzidos nas células

cultivadas. À expressão de sitios frágeis em baixas frequências pode

ser observada sob determinadas condições que PYrovocam um
desbalanceamento no conjunto de desoxirribonucleotideos durante as

fases DG, e S do ciclo celular. Essas condições incluem um (estresse
de timidilatos que pode ser conseauido pela inibição da timidilato

sintetase por agentes inibidores. como à Fluorodesoxiuridina C(FUSR)

CSUTHERLANDA 1977: FONATSH, 1781: MATTEI, 1781), Ou por antagonistas

do Ffolato. como o metotrexato e 2 aminopterina CGLOVER, 1798143 HECHT
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et al. 17989). & também por tratamentos com bromodesoxiuridina

(SUTHERLAND et al... 17587)

A indução em altas frequências pode também ser conseguida

pelo uso de compostos inibidores da sintese semiconservativa e de

reparo do UÚUNÁs como afidicolinas arabinofuranosil citosina e

arabinofuranosil adenosina (LEONARDO et al... 17989). Frequências muito

mais altas na expressão dos sitios podem. ainda. ser induzidas pela

combinação dessas condições ou por agentes que inibem a sintese de

reparo do GNAÁ durante à fase Gs. COMO à cafeina (CYUNIS à& SORENG,.
1784). à afidicolina associada ao etanol (KUNWAND & KAJIICA 1987). ou

a hidroxiuréia (YAN et al.,., 1788).

Ds mecanismos pelos quais as substâncias induzem

manifestação dos sítios frágeis não estão ainda bem esclarecidos:

contudos à possibilidade de indução dos diferentes tipos de sítios

frágeis pelos mesmos compostos (indução cruzada) sugere que eles

tenham homologaia estrutural (HECHT et al... 1788).

Os sitios frágeis estão presentes não só nos Cromossomos

humanos. mas também em cromossomos de outras espécies de mamiferos.

DO primeiro sítio frágil descrito em uma outra espécie animal

detectado por HSU & SOMERS (1944) em células de hamster chinE:

Enquanto pesquisavam cfeito do composto S­bhromodesoxiuridina na

morfologia dos cromossomos. Eles verificaram que o cromossomo 1 do

hamster apresentava um sitio frágil em um local específico de um dos
braços desse cromossomo. observação que foi posteriormente

confirmada por LIN et al. (1984), analisando a expressão de sitios

frágeis em linhagem celular renal.

SCHMID et al. (1985), utilizando­se das técnicas de alt

resolução em cromossomos khkumanos., de chimpanzés e de gorilas

verificaram que as três espécies partilhavam 51 sitios frágeis;

evidenciando que essas estruturas eram conservadas evolutivamente,

Mais recentemente. foram identificados sitios frágeis em

autossomos e cromossomos sexuais de vários outros mamíferos. entre

os quais o roedor arganaz Ellobius lutescens C(COJALALI et al...

no gado bovino CUCHIDA et al.s 1784). camundongos C(CSANZ et al...

DJALALI et al...  i7987,4 17705 Mc ALLISTEM et al.ãa 197Í)sS o

indiano Nesokia indica CTEWARI et al... 1997). ratos de laboratório

(ROBINSON & ELDER, 19877 ELDER & REOEBINSON, 19987), cães CWURSTER­HILL
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et 785: BTONE et alas 1991 a. D)*S coelhos C(FOULSEN & RFONHWE,

19941)» porcos domésticos (RIGGOS & CHRISMAN, 1991) e à rena Rangifer

tarandus (CGRIFENEERGO et al... 1991). De sitios frágeis encontrados

nessas espécies foram induzidos pelos mesmos compostos químicos que

induzem à expressão desses fenômenos em células humanas, mostrando

um alto arau de concordância entre os diferentes tratamentos.

Vários estudos têm procurado descobrir o significado dos

sitios frágeis. Nos animais. à possibilidade de associação dessas

regides com os pontos de quebras envolvidos nos resrranjos que

diferenciaram espécies, e as observações de que os sitios frágeis

são regiúes recombinogênicas C(LAIRVI et al... 1987), estimulam

interesse pela procura dessa fragilidade cromossômica em OUETAS

espécies, Em relação aos animais da ordem Chiropteras não existem
dados na literatura sobre à expressão de tal fragilidade
cromossômica.

li. Objetivos

Este estudo teve como um de seus objetivos à implantação

das técnicas de cultura e congelamento de fibroblastos de

estabelecimento das variantes

metodológicas mais adequadas para iniciação da culturas. ou seja. do

tipo de tecido para à obtenção das célulass do processo (de

desagregação Etecidual. “dos frascos. meios e condições ideais pH.
temperaturas etc.) para o cultivo e congelamento celular. O

principal objetivo. contudo. foi conseguir informações citogenóticas

sobre espécies da familia Molossidae. através da identificação dos

padróes de bandas GG. R e C e da localização das regiões

organizadoras de nucléolos (RONS). Com as informações obtidas

pretendeu­se reconhecer os rearranjos cromossômicos que devem ter

ocorrido na diferenciação das espécies e fornecer subsídios para à

discussão e estabelecimento das possiveis relações filogenóticas na

família. Fretendeu­ses. também. verificar a ocorrência de fragilidade

cromossômica induzida por Irhromodesoxiuridina CEC Brad) E
afidicolina (AFC). assim como detectar regiões que pudessem ser

coincidentemente afetadas pela fragilidade cromossômica e pelos

rearranjos cromossômicos em algumas espécies.
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II. MATERIAL E METO%OS

A. Espécimes

Foram analisados 99 espécimes. provenientes de oito

localidades dos estados de São Faulo e Minas Gerais. Esses espécimes

pertenciam a nove espécies da família HMolossidac: Eumops
auripendulus. [Eumops bonariensis. Eumops glaucinus. Eumops perotis.

Molossops abrasuss Holossops temminckiis HMolossus ater: fMolossus

molossus e Nyctinomops laticaudatus. à identificação de cada um

deles foi confirmada pelo Or. Valdir Antonio Taddeis responsável
pelo Centro de Keferência para Identificação e Sistemática de
Guirópteros Erasileiros e todos os exemplares estão fixados.

cataloocados e depositados na Coleção do Departamento de Zoologia do

IEILCE de São José do Rio Freto­ UNESEF,

À discriminação pela espécies número de regsistro no

Laboratório de Citogenótica., sexo e procedência é apresentada nº

Tabela 1.

E. Coletas

Use modo gerals os molossideos voam alto = rápidos O que

dificulta às observações biológicas e à coleta de espécimes. &

ustifica à escassez de' informações à respeito da família (FREEMAN,

1FB1). Embora sejam raras as informações sobre à biologia dos

molossideos. alguns autores verificaram que certas espécies possuem

hábitos antropofilicoss. constituindo Pequenas colônias nas
proximidades de habitações urbanas e mesmo no interior de
residências em locais como forros CTADOEI, 17983, para referências).

For djeso. esses animais foram coletados diretamente em seus locais

de abrigos através da utilização de redes manuais (puçãe). pinças e
luvas. OU EM regiões próximas à eles por meio das "mist nets” (redes

de neblina). na provável rota de vôo,

As coletas foram diurnas e noturnas e os espécimes foram

transportados em pequenas gaiolas para o laboratório. onde receberam

apenas água enquanto mantidos em cativeiros aguardando o estudo

citogenótico.
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Tabela 14. Discriminação por espécie. numero de registro, sexo &
procedência dos animais analisados. = macho: F= fêmea,

Número de Sexo Frocedência
registro

Eumops auripendulus CFC$05 Rio Preto. SF

Eumops bonariensis : CFCÍa Rio Freto,. SF

S. Rio Freto., SF
8. Rio Freto, SP
8. Rio FPreto. SF
5. Rio Fretos. SF
S. Rio Fretos. SF
S. Rio Pretos SF
S. Rio Fretos. SF
S. Rio Freto, SF
S. Rio Freto. SF
8. Rio Freto. SF
S. Rio Freto. SF
S. Rio Freto. SF

Eumops glaucinus CLFEOOÉ
CFCoOS7
CFCOP3
CFCO4QO
CFCOBE
CFCeB9?
CcFCoa9a
CFCioo
CFCiio
CFC
CFC14i
CFCis? T

E
N

A
N

N
E

K
I
T

N
N

N
T

A
E

X
T

Cedral, SP
Cedral. SF
Cedral. SF
Cedral. SF
Cedral. SPF
Cedral, SF
Cedral, SF
Cedral. SF
Ribeirão Freto. SP
Ribeirão Freto. SF
Ribeirão Preto. SF
Ribeirão Freto,. SF
Ribeirão Freto. SF
Ribeirão Fretos SF
Ribeirão Freto. SPF
Ribeirão Fretos. SF

Eumops perotis CFCOio
CFCO1S
CFCOi4
CFCOSS
CFCGB3
CFCOBA
CFCOBS
CFCOBS
CFCica
CFCis7
CFCic8s
CFCic?
CFCi3o
CFCi32
CFO133
CFCi70 T

m
E

N
T

H
H

N
H

N
N

N
H

H
N

T
g

T
N

T
AIAT

N
T

IL
n
nHolossops abrasus CFCiiS Engenheiro Schmidt. SF

Neves Faulista., SF
Uberlândia. KG
Uberlândia. HG
Uberlândia, HG
Uberlândia. HG
Bady Bassitt. SF
Uberlândia, HG
Uberlândia. HG
Uberlândia. HG
Uberlandia. HG
Neves Faulista., SP

Holossops temminckii CFO
CFCisi
CFCies
CFC142
CFCi43
CFCi45
CFCILSS
CFC1LSB
CFLi6so
CFLi6Si
CFCióss F

E
IE

T
X

T
F

X
IN

X
Z

K
F

N
N

A
K XT
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Tabela 1. (cont.)

Número de
registro

S. d. Rio Freto. SF
Cedral. SF
Engenheiro Schmidt.
Ensenheiro Schmidt,
Ensenheiro Schmidt,
Engenheiro Schmidt,
S. Jd. Rio Freto. SF
S. Jd. Rio Freto. SF
S. JJ. Rio Preto, SF
&. d. Rio Freto, SF
Honte Aprazível. SF

Aprazível. SF
Aprazível. SF

« Rio Freto, SF
Rio Freto. SF
Rio Freto. SF
Rio Freto, SPF
Rio Preto. SP
Rio Freto. SF
Rio Freto,., SF

S. J. Rio Preto. SP
Cedral. SP
Cedral. SF
Cedral, SF
Cedral. SP
S. Rio Fretos

Holossus ater CFLOi6
CcFCOi7
CFCOSB
CFCO1O9
CFLORO
CFCesi
CFCORS
CFCOS7
CFCOSB
CFOOAS
CFCOSS
CcFcese
CFCAS3
CFCOSA
CFCOS6
CFCA6S7

CFCOSB
CcFce?i
CFCLiêe5s
CFCid6
CFLL109
CFC131
CFCi34
CFCL12S
CFO1L3S
CFCia?7

K
F
F
F
F
F
F
F
F
KH
KH
FE
KH

F
F
F

F
F
DX
F
F
KH
K
H
K

Ns.

S. Rio Freto,s
8. Rio Freto.
S. Rio Pretos
S. Rio Freto,.
S. Rio Freto.
8. Rio Freto,s
S. Rio Freto,.s
S. Jd. Rio Freto.

Rio Preto.
Rio pretos
Rio Fretos
Rio Freto,
Rio Fretos
Rio Fretoas
Rio Pretos

« Rio Freto.
Rio Freto,
Rio Fretoas
Rio Fretos
Rio Fretos

Fretos
Freto,

Molossus molossus CFCO4i
CcFCOde
CFCLRAS
CFCO44
CFCOAS
CFLOA7
CFC248
CFCOSA
CFCOSS
CFCLOSS
CFCOS7
CFCs
CFC2OS9
CFCRSO
CFCOSi
CFCO6SR

— CFCO63
CFOQOSA
CFCOSS
CFCLOSO
CFCiozs
CFCiês T

X
F

X
IT

IN
N

N
E

T
E

T
Z

,T
L

N
T

IT
IT

Z
T

E
N

M
N

K
Z

M
N

M
N

H
N

H
N

HW
N

X
N

H

AI
0)

(IO
3

LO
0)

(A
UM

(O
(O

(O
OA

)(C
NC

A
a”

”
s

DA
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Tabela à. (Ccont.)

Molossus molossus

Nyctinomops laticaudatus

5 6

Número de
registro

CFC
CFEL3S7
CFOis8
CFCiso
CFEiSS
CFLiLS7
CFLi6S
CFCiISB

Cross

7

8. J. Rio Freto,s
Cedral. SF
S. Jd. Rio Preto.
S. dd. Rio Freto,.
S. J. Rio Freto,.
Cedral. SP
S. Jd. Rio Pretos S
8. JJ. Rio Freto. &

8. JJ. Rio Pretos
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C. Freparações Cromossômicas

às preparações cromossônicas foram obtidas de celulas de

medula óssea e» fibroblastos.

i. Células de Medula óssea

Fara à análise cromossômica de células de medula óssea

foram utilizadas às técnicas de FORD & HAMERTON (1954) e LEE & ELDER

(1980) com modificações. Essa técnica foi empresada apenas para

alguns dos espécime

DO animal do qual se pretendeu analisar à medula óssea foi

pesado e injetou­se subcutancamentes. na região dorsal. 2.8 ml (de

solução de fermento glicosado para cada 259 à de peso corporal. como

indutor qmitótico. No dia seguintes preferencialmente no período da

manhãs injetou­se intraperitonialmente 9.2 ml de colquicina a  Q.,5%

para cada 85 9 de peso corporala à fim de inibir 5 processo de

divisão celular através da interferência na formação do fuso

mitótico., O animal foi. então. sacrificado após 30 a 42 minutos da

injeção de colquicihas removeram­se os seus uúmeros es em alguns

animais. também os fêmures. Esses ossos foram liberados dos feixes

musculares e tendões e uma lasca das epifises foi retirada para que

a medula ficasse exposta. Com o auxilio de uma seringa retirou­se à

medula óssea com 4 a é ml de solução salina de Hanks, recolhendo­se

o material em um tubo de centrifugas f ressuspendeu­"se
vigorosamente para separar as massas celulares.

a suspensão celular foi então centrifugada. hipotonizada
om KCl 23,975 à 3790 por quarenta minutos. fixada com metanol»

acético 271 e gotejada em lâminas geladas molhadas. D material as:

preparado submetido às técnicas de coloração e bandamentosfo

cromossoômico:

2. Cultura de Fibroblastos

Ds fibroblastos foram obtidos à partir de fragmentos de

tecido retirados dos animais é cultivados in vitro. À metodolosis

utilizada Foi implantada no Laboratório de Citogenóática de

Vertebrados do Departamento de Eioloaia do IEBILCE. durante
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nd

Tabela 2. Discriminação por cepécime do material colhidos. local da
biopsias tipo de desagregação. frasco e meio de cultura
utilizado para cada amostra semeada.

Espécie Nº de re­ Nº da Haterial Local da Desagrega­ Frasco
gistro amostra colhido biopsia ção

E. auripendulus CFCOOS US med.óssea
pe biopsia orelha mecânica Vescarplast
03 biopsia cauda mecânica Descarplast

E. bonariensis (NSNST oi med. óssea
2 biopsia orelha mecânica Costar
03 biopsia orelha enzimática Costar

E. glaucinus CFCOOS oi biopsia orelha mecânica Vescarplast
de biopsia cauda mecânica Vescarplast
83 med. Óssea

CFCêo7 oi med. Óssea
Gra biopsia orelha mecânica lescarplast
83 biopsia cauda mecânica Descarplast

CFCO23 oi biopsia orelha mecânica DPescarplast
CFEG40 os binpsia orelha mecância Bescarplast
CFCege oi biopsia orelha mecânica Costar
CFCOB9 Bi : biopsia orelha mecânica Costa
CFCOSe oi biopsia orelha mecânica Lostar
CFC190 US bionpsia orelha mecânica Costar
CFELIO ot biopsia orelha mecânica Costar

92 biopsia orelha enzimatica Costar
CFC oi biopsia — orelha mecânica lescarplast

62 biopsia orelha enzimatica Descarplast
CFCS4S oi biopsia orelha mecânica lescarplast
CFCió9? 9i biopsia orelha mecânica Costar

oe biopsia orelha mecânica Costar
03 biopsia orelha mecânica Corning
84 biopsia orelha mecânica Corning
os biopsia orelha enzimática Corning

E. perotis CFCOte oi biopsia orelha mecânica Descarplast
02 biopsia cauda mecânica IVescarplast

CFCs oi med. óssea
fa biopsia orelha mecânica Descarplast

CFCOi4 oi med. Óssea
02 biopsia orelha mecânica Nliescarplast

CFCOiS os. med. Óssea
92 biopsia orelha mecânica LVescarplast

CFEOBA Ub biopsia orelha mecânica Costar
02 bicpsia orelha mecanica Costar
03 biopsia cauda mecânica Costar

CFCHBA4 co 9 med. Óssea
biopsia orelha mecânica Costar

binpsia orelha mecânica
biopsia cauda mecânica
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Tabela DB. (cont.)

Espécie Nº de re­ Nº da Haterial local da Desagrega­ Frasco
gistro amostra colhido biopsia

à

HH. abrasus

M. temminckii

CFCOSS

CFEABA6

CFCi2á

CFCIs7

CFCics

CFCie?

CFE1SO

CFCise

CFEL33

CFCi7O

CFCiiS

CFCOSA
CFCi2S

CFCs

CFCi4e

CFCLA3S

CFC14S

CFCiS5a

CFELSS

4 5

biopsia
biopsia
biopsia
med. Óssea
biopsia
biopsia
biopsia
binpsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia

med. óssea
biopsia
biopsia

biopsia
med. Óssea
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
binpsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
med. óssea
biopsia
biopsia
med. óssea
biopsia
biopsia
biopsia

orelha
orelha
cauda

orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha

orelha
orelha

orelha

orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha

orelha
orelha

cauda
orelha
orelha
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mecânica
mecânica
mecânica

mecânica
mecânica
mecânica
enzimática
mecânica
enzimática
mecânica
enzimática
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
enzimática

­ mecânica
mecânica
mecânica
mecânica

mecânica
enzimática

mecânica

mecânica
enzimática
mecânica
enzimatica
mecânica
enzimática
mecânica
enzimática
mecânica
mecânica
mecânica

mecânica
mecânica

mecânica
mecânica
mecânica

Costar
Lostar

Costar

Costar
Costar
lescarplast
Descarplast
Costar
Descarplast
Costar
Costar
Costar

Descarplast
Costar

Descarplast
CLostar

Descarplast
Costar

Descarplast
Corning
Eorning

Costar
Costar

Costar

Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar

Costar
Costar

Costar
Costar
Costar
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Tabela la (cont.

Espécie Nº de re­

CFCi6o

CFCi6i

EFEI66

CFEBLA

CFCOs7

EFCOIB

CFCG19

CFCêsA
CFERSS
CFEORÁ

CFCs?
CFCOca
CFCG46

CFO

CFCOISA

CFEOSA
CFERSA

CFCOss
CFEdA7
CFCOSE
CLFEG91
CFEIOS
CFE196
CFEie?

CFEÍ3
CFEL3A

CFEidOS

4 5 6

Nº da
amostra

7

Haterial
colhido

Local da
biopsia

Desagrega­

med. Óssea
biopsia
binpsia
biopsia
med. óssea
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia

biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
med. dssea
biopsia
biopsia
biopsia
med. óssea
biopsia
biopsia
med. Óssea
biopsia
biopsia
med. Óssea
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
binpsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia

orelha
orelha
orelha

orelha
orelha
orelha
orelha
orelha

orelha
cauda
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha

orelha
orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha

orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha

mecânica
mecânica
mecânica

mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica

mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica

mecânica
mecânica
mecânica

mecânica
mecânica

mecânica
mecânica

mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
enzimática
mecânica
enzimática
mecânica
enzimatica
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Costar
Costar

Costar
Costar
Costar
Costar

Corning

Descarplast
lescarplast
Descarplast
Vescarplast
Descarplast
Vescarplast
Descarpliast
Descarplast
Descarplast
llescarplast

LDescarplast
Descarplast
Descarplast

Costar
Costar

Costar
Costar

Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
CLostar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Vescarplast
Costar
Descarplast
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Ham

Ham
Ham
Ham
Eagle
Eagle
Eagle
Eagle
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Tabela 92 C(oont.)

MH. molossus

CFCi sé

CFEi47

CFES4S

CFCO4e

CFCO43

CFCO44

CFCO4S

CFCO47

CFCHAS

CFCOSS

CFCOS6
CFCOS7
CFCosB
CFCOS9
CFCOSA
CFEOSA
CFCOSR
CFEO63

CFEBSA

CFCOAS
CFEOTO
CFCiêe
CFC1OS
CFELO4
CFELS7
EFEL38
CFCISS
CFLiSá6

Nº da
amostra

6 7

Haterial
colhido

Local da
biopsia

biopsia

biopsia
biopsia

med. ússea
biopsia
biopsia
med. Óssea
biopsia
biopsia
med. óssea
biopsia
biorsia
med. Óssea
biopsia
biopsia
med. óssea
biopsia
binpsia
med. ossea
biopsia
biopsia
med. Óssea
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
binpsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha

orelha

orelha
orelha

orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha

Desagrega­

mecânica

mecânica
mecanica

mecânica
mecânica

mecânica
mecânica

mecânica
mecânica

mecânica
mecânica

mecânica
mecânica

mecânica
mecânica

mecânica
mecanica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica
mecânica

Frasco

lescarplast

Pescarplast
Descarplast

Vescarplast
Descarplast

lescarplast
Descarplast

Descarplast
Descarplast

Costar

Descarplast

Costar

Descarplast

Costar
Costar

Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Lostar
Descarplast
Costar
CLostar
Lescarplast
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Tabela &. (cont.

Especie Nº de re­ — Nº da Haterial Local da Desagrega­
gistro amostra colhido biopsia ção

CFCiS7 biopsia orelha mecânica Costar
biopsia orelha mecânica Descarplast

CFCi 6a biopsia orelha mecânica Costar
biopsia orelha mecânica Costar

CFCiSB biopsia orelha enzimatica Costar
binpsia orelha enzimatica Costar

N. laticaudatus CFCegsa
|

med. Óssea
biopsia orelha mecânica Costar
biopsia asa mecânica Costar
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2.i. Obtenção da Biopsia

O local escolhido para a biopsia passou TO UMA assepsia

com três banhos de éter. três banhos de acetona = 25 banhos de

álcool 70%. Após à assepsia foi feito o corte do fragmento com
tesoura estéril e esse foi transferido para um frasco também estéril
contendo meio de Kagle com 19% de soro fetal bovinos penicilina (8SQO

U/mlbia estreptomicina (2502 ao/mMl) e anfotericina­E (1 uoa/mlIia à

3790. por 84 horas (meio para colheita),

2.2. Montagem após DUesagregação Mecânica

âpos as 24 horas à bionpsia foi transferida. em câmara de
fluxo laminar horizontal. para uma placa de petri de 4 cm de

diâmetros estérilsa contendo cerca de 2ml de meio completo. Nessa
placas Oo fragmento foi recortado várias vezes com o auxilio de pinça

2 tesoura estéreis, sendo produzidos fragmentos menores com cerca de

2 mmº., Os fragmentos assim obtidos foram implantados com o auxilio
de uma pipeta Fasteur estéril na superficie inferior de frascos de

cultura previamente umedecidos com soro fetal bovino. Implantados os

recortes. 05 frascos foram invertidos e adicionou­se aos mesmos 2 ml

de meio completo. Os frascos foram tampados e mantidos na posição

invertida. por 24 horas. à 37ºC em estufa bacteriológsica., À seguir.

foram cuidadosamente virados à posição correta. na qual permaneceram

pOr 4 a 3 dias, sem qualquer movimentação. Os frascos foram

observados ao microscópio invertido para verificação de aderência ao

substrato. ocorrência de contaminação, crescimento celular ou

Guando nocorreu o crescimento celulars mais 3 ml de meio

foram adicionados aos frascos. Apos nova incubação à 3S70C. para que

houvesse à proliferação das celulas. seguiram­se observações diárias

para detecção de alterações de coloração do meio de cultura que
indicassem alterações no pH e para verificar se havia contaminação
por fungos e bactérias. Guando as células cresceram em amontoadoss. o
material foi tripsinizado.s à fim de que as celulas se soltassem,.

espalhassem e proliferassem uniformemente. À tripsinização foi

também utilizada para a repicagem das culturas,
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2.3. Montagem após Desagregação Enzimática

Ds fragmentos da orelhas cauda ou asa. obtidos como já

descritos foram cortados com tesoura estéril. em câmara de fluxo

laminar horizontal. em fragmentos de 8 mm? em uma placa de EFetri com
cerca de 2 ml de meio completo. Os pequenos fragmentoss Juntamente

com o meio de culturas foram transferidos para frascos plásticos de

cultura aos quais adicionou­se 3 ml de meio completo e 9.5 ml (de

solução de colagenase (Sigma) na concentração de 2.908 U/ml., Ds

frascos foram incubados em posição horizontal a 37900, por 84 à 485

horas. No final desse período. à suspensão mostrava­se viSsCcosa e. ao

microscópio invertidos podia ser observada à frouxidão de alguns

fragmentos. Nessa ocasião. à suspensão foi ressuspendida dentro do

próprio frasco com uma pipeta, para due ocorresse uma melhor

separação das células. Após. à suspensão foi centrifugada por oito

minutos à 1828 rpm. D sobrenadante foi substituído por 5 2 18 ml de

solução salina de Hanks e o material novamente centrifugado,.

Removeu­se o sobrenadante. diltiu­se o sedimento em 2 ml de meio

completo. e transferiu­se à suspensão para o frasco de culturas que

foi (incubado à 37ºC, No dia seguinte. removeu­se o meio de cultura

do frasco e adicionou­se SS ml de meio novo. Os frascos foram. então.

observados diariamente e. conforme o 1tem anteriora,a tripsinizados

quando necessário.

2.4. Tripsinização para Dispersão das Células e Replicagem

das Culturas

Utilizou­se para a dispersão das celulas a solução de

ipsina/ENTA da Cultilab (d.,853 g de tripsina + EDTA 2.593 má em 1842

Hanks). O meio de cultura foi retirado do frasco e introduziu­

de 5 ml de solução de Hanks sem Ca? e Mat para diluir
restante do meio. pois o soro nele presente inativa à ação da

tripsina. Após à retirada desse meio diluído, adicionou­se 14 ml da

solução de tripsina/E0DTA previamente aquecida à 3790, Decorrido

cerca de um minutos retirou­se essa solução com o auxilio de uma

pipeta Fasteur e adicionou­se 3 ml de meio completo ao frasco. que

fois então; agitado para que as celulas se despreendessem é se

cspalhassem à fim de crescerem mais uniformemente. Esse material foi

RA
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reconduzido à ecetufa,. à cultura até essa ctapa é denominada

primária.

Quando se observou no frasco primário um número grande de

células ou à confluência das mesmas. o material foi novamente

tripsinizado,. às suspensões tiveram suas densidades celulares
estimadas & Foram divididas em dois ou mais frascos de culturas

conforme à densidade celular pretendida para à iniciação das

réplicas. A partir dai permaneceram a 3790, sempre sob obssrvação
diária. Os frascos em crescimento foram repicados tantas vezes

quanto o nuúmero de réplicas necessário para às análises.

2.35. Colheita da Cultura

às culturas com crescimento satisfatório. das quais foi

obtido 2 numero de réplicas adequadas = com quantidades suficientes

de células (superficie do frasco com 79 a i086% de confluência),

tiveram o crescimento de seus frascos interrompidos. seguindo­se

preparo do material para as análises cromossômicas com bandamentos &

à pesquisa de sitios frágeis. Uma ou mais réplicas de alguns casos

foram mantidas para à realização dos ensaios relativos às etapas de

congelamento, :

Introduziu­se., no frasco à ser colhidos uma gota de

colquicina à 0,00148% (Ax107IM) por aproximadamente uma hora. O meio
de cultivo foi retirado 2» cerca de 8 ml de solução de citrato de

sódio à 1X. pre­aquecidos à S79C., foram colocados no frasco que Foi

então. incubado novamente à 3790 por cerca de 39 à 42 minutos. tempo

suficiente para due ocorresse a hipotonização e o descolamento das

células. À seguira três gotas de fixador metanol­acético Sii Foram
adicionadas ao frasco. Esse material fois então. transferido

cuidadosamente para um tubo de centrifuga e centrifuzado por 8

minutos à 2889 rpm. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado

fixado em metanol acético S1i por três vezes. D material obtido Foi

gotejado sobre lâminas geladas molhadas e submetido às técnicas

coloração usual com Giemsa e bandamentos GTG. CEGA REG = NSG,

EV
AVAVAY

cem 1 2 3 4 5 6 7 unesp ”“. 12 13 14 15 16 17 18



3. Técnicas de Coloração e EBandamento Cromossômico

3.1. Coloração Usual com Giemsa a 2%

DO material foi previamente hidrolisado em HCl iN à S8OC,.

por sete minutos. lavado pelo mesmo tempo em água desionizada aelada

para interromper à hidrólise e por dez minutos em água destilada

corrente, FPosteriormentes foi submetido a um banho rápido em solução
tampão Sorensens pH Sa484 corado com solução de CribefcK

tamponado à 8%; com o mesmo tampão. por cerca de 7 minutos. e lavado

em água destilada, No material em que foram analisados os sítios

frágeis. que foi posteriormente submetido à descoloraçãos empregou­

ze somente à solução de Giemsa., sem à hidrólise prévia em HCl.

3.0. Bandamento GTG

DD bandamento G processou­se de acordo com a técnica de De

GROUVUCHY & TURLEAU (1977), com modificações. Lâminas com quinze

vinte dias de fixação foram imersas em solução de álcool qmetíilico

Sex. por dois minutos. pós lavagem em água destilada por dois

minutos. transferiu­se para solução tampão Sorensens pH 46.8; onde

permaneceram por 12 à 282 minutos. à seguir. imergiu­se as lâminas em

solução de tripsina (OIFCO) à 9:908% tamponada com solução salina de

EES., por um tempo variável de cinco à vinte segundos. dependendo do

período decorrido apósa fixação do material. Retirou­se O EXCESSO
de tripsina imergindo à lâmina em solução salina de FES.

material foi posteriormente corado com solução tamponada de Giemsa &

2X. por 3 minutos. e lavado em água destilada.

Em situações nas quais o material havia sido fixado ká

menos tempos foi necessário reduzir­se à concentração da tripsina

para 9.01% e o tempo de tratamento para até dois segundos.

3.3. Bandamento CÉEÉG

Frocessou­se o bandamento C de acordo com à técnica de

SUMNER (19729). também com modificações. Submeteu­se o material. 54 2

15 dias após à fixação, à uma hidrólise em HC] aBMN, por quinze

minutos. Em seguida. às lâminas foram lavadas em água desionizada
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gelada, secas e» submetidas ao tratamento com solução de

a 0X, sendo mantidas à 37ºC, por um tempo variável de 108 à E

minutos. de acordo com o período decorrido após à fixação. À seguir.
O material foi lavado em'água destilada. banhado em água desionizada

Des segelada e submetido à dois tratamentos com solução salina 2XSSC. pH

710% UM à temperatura ambiente por dez minutos e outro por sessenta

minutos à SOC, À sensuirs processou­se a desidratação. passando­se

em duas séries de álcoois. de concentrações 79% 2 S5X%. Após

ecagems corou­se o material com solução de Giemea à 24 em tampão
Sorensen (pH 5,8), por 12 minutos.

3.4 Bandamento REG

DO bandamento REG processou­se de acordo com a técnica de

RIEEIRD & HELARAGNO (19984), com modificações. Lâminas obtídas de

culturas após incorporação com S­Eromodesoxiuridina (S­BrdU,., 189
ug/Mlda nas oito horas finais. foram cobertas com um Filme de

Hosckhst 33858. na concentração de 8 ug/mls & expostas à luz UV, sem
cobertura com laminula. à 92 cm de distância. por doze minutos. À

Seguira foram lavadas em água desionizada correntes secas ao ara

incubadas em NAHSFPOAQ 1M., pH 8 ­ 8.3 à 8790 durante três à cinco
minutos. & coradas com Giemsa a 6% em tampão fosfato durante sete

Minutos.

3.5. Marcação das RONs pela Prata (Técnica NSG)

Fara à marcação das RONS utilizou­se a técnica proposta

por HOWELL & ELACK (19889). com modificações. Hidrolisouw­se

material (inicialmente em HC) iN a SSOC., por dez minutos. &

interrompeu­se a hidrólise por um banho em água gelada desionizada,.

âpós à secagem das lâminas. depositou­se uma gota de solução

reveladora de gelatina formolizada a 1% e outra de solução aquosa de

nitrato de prata (MERCIO 2 S9% em cada uma das extremidades da

lâmina. Cobriu­se as gotas misturadas com duas lamínulas e manteve­

se as lâminas a SO­S59T7T, por cerca de 7 minutoss até que à mistura

das soluções apresentasse uma coloração castanho­dourada. À seguir.
lavou­se as lâminas em água destilada. secou­se » submeteu­se à

coloração em solução à 2% de Giemea tamponadas. por oito minutos.
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à. Conselamento das Células

Utilizou­se. nos ensaios de congelamentos os métodos de

congelação rápida e moderada das célulasas de acordo com 0o&e
protocolos do Laboratório de Cultura de Células de Vertebrados do

Instituto de Biociências da USP, SE, e de FRESHNEY (1987),

Os procedimentos realizados incluíram quatro etapas

principais. abaixo descritas,

i. Obtenção da Suspensão Celular

As suspensões célulares foram obtidas pela tripsinização
de culturas com solução de tripsina/EDODTA e ressuspensão das células

em 3 ml de meio completo. À seguir, à suspensão foi centrifugada à
209 rpm por 8 minutos. o sobrenadante retirado é o precipitado
“eressuspendido em 1.8 ml de meio Ham­Fiíô completo e 109% de glicerina
FA. autoclavada,

2. Estimativa do Número de Células Contidas na Suspensão

Uma alíquota de O.1 ml foi retirada da suspensão celular

contida no volume de 1 ml e à ela adicionou­se 9.1 ml de solução de

azul de tripano à O.4%, à fim de se identificar as células vivas,

Após E a 18 Minutos. uma pequena quantidade dessa mistura foi
colocada no hemocitómetro e sob microscópio em campo escuro. Com
objetiva de 4idX., foi feita a contagem de células vivas com

posterior estimativa do número de células contida no volume total da

suspensão através da utilização da fórmula abaixos conforme EIRD
FORRESTER (19841),

Células vivas contadas

Número de celulas/amal ­—­ x Fator de diluição x Fator de conversão da câmara

Quadrados analisados (19%)
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3. Resfriamento da Suspensão Celular

Do volume da suspensão à ser congelada foi completado para

LAT ml o ou 3.8 ml. de acordo com o numero de células que se pretendia
congelar por ampolas e transferido para uma ou duas ampolas

plásticas (Costar) com 4.8 ml de capacidade cadas devidamente
identificadas. As ampolas foram cuidadosamente fechadas e seladas

com parafilme. Utilizou­se três procedimentos diferentes para 0
resfriamento: (a) congelamento prévio à ­2O9C. por uma horas seguido

do congelamento em nitrogênio liquido à 19690, (bb) congelamento
prévio a 8890 por uma horas transferência da ampola para à tampa
do botijão de nitros&énio à ­1809C por P4 horas e congelamento &

1O984UO & (0) conaelamento direto da ampola à ­i96SºC. As ampolas

submetidas à temperatura de ­i897C estavam revestidas por cerca de 4

camadas de jornal. para garantir um conaelamento homogêneo da

Susep ENsSão.

4. Uescongelamento das Células e Semeadura de Novas
Culturas

[Decorridos alauns dias do congelamento da suspensão. às

culturas foram descongeladas à fim de se verificar à eficiência de

crescimento de células congeladas de modos diversos & semeadas em

densidades diferentes, As ampolas foram retiradas do botijão de

nitrogênio liquido com o auxilio de luvas e pinças e aquecidas à

3790 em banho marias por 3 à 5 minutos. até o desconacelamento total

da suspensão, As ampolas foram. então. limpas externamente com

álcool 709% & abertas na câmara de fluxo laminar. Uma pequena
alíquota de &$.íi ml) foi retirada para estimativa do numero de

celulas vivas contidas na suspensão após o descongelamento,. após o
que transferigoese à suspensão para um ou mais frascos de cultura

previamente identificados. com 3 ml de meio Ham­F1í6 completo. e

incubou­se à 3790, por 24 horas. À seduiras substituiu­se o meio por

Doanmlo de MEM ­ Eagle e o frasco foi reconduzido à estufa, sendo

observado diariamente,

Utilizando­se os procedimentos anteriormente descritos.

FToram realizados onze ensaios com dezesseis amostras e analisadas
Variações nos aspectos: (a) Concentração de células contida em
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cada ampola de congelamento! (bob) procedimentode congelamento: (Cc)
tempo de armazenagem antes do descongelamentos é (Cd) densidade

célular nos novos lançamentos após descongelamento,

Frocurou­se avaliar à eficiência das técnicas de

congelamento através de nova estimativa do número de células vivas

apos descongelamentos à fim de se calcular à porcentagem ou
viabilidade das células em cada ensaio. e pela taxa de proliferação

celularasa medida pelo numero de dias para que à cultura ficasse

totalmente confluente,

DE. Análise Citogenética

Dos espécimes de molossíideos nos quais às preparações
cromossômicas resultaram satisfatórias. analisonese o5 cariótipos
sob microscópio óptico, em preparações coradas classicamente e

submetidas as técnicas de bandamentos investigando­se E
documentando­se por fotomicrogratfias os padróes representativos das

Ds cromossomos foram classificados segundo morfologia e

tamanhos. de acordo com LEVAN et al. (1944). fara montagem dos
cariótipos eles foram ordenados em ordem decrescente de tamanhos

destacando­se DE CY OMOS SOMOS sexuals. & pareados. segundo

similaridade de forma e tamanho nas preparações cem bandas. Ou

segundo à homologia no padrão longitudinal de bandas.

F. Indução de Sitios Frágeis por Eromodesoxiuridina (S­Brdld) e
Afidicolina (AFC)

eFara o estudo do efeito da incorporação de E­ErdU e AFC

aos cromossomos foram utilizadas culturas secundárias (réplicas) de

células de alguns espécimes das espécies Molossus ater; HMolossus
molossus e Eumops glaucinus. mantidas em MEM — Eagle enriquecido com

cax de soro fetal bovino e suplementado com 184 U/ml de penicilina e

ao ug/Ml de estreptomicina, Fara o teste com fe­BrdU, cessa Foi

adicionada na concentração final de 89 «uh nas 8óé horas finais.

conforme sugerido por LIN et al. (1iFS4)., Fara detecção de sitios

frágeis sensíveis à APCD. tal composto foi adicionado na concentração
de 0,68 vuM nas ultimas 284 horas, conforme DJALALI et al. (1985,
4FOT787). A fim de evitar à fotólise do DNA nos frascos de cultura que

EV
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp ”“. 12 13 14 15 16 17 18



34

continham à» DTeErdU., esses foram cobertos com papel alumínio. Cada

experimento foi acompanhado por uma cultura controles na qual não
foi adicionada SG­EBrd e AFC,

As quebras ou falhas foram pesquisadas em um total de 282eo

completas para cada espécime (188 nas preparações não

tratadas e 100 nas preparações tratadas) em lâminas codificadas.

coradas usualmente com solução de Fara à identificação da

localização das lesões cromossômicas. procedeu­se à descoloração da

lâmina analisada e à reinvestigaçãos após bandamento GG, das
metáfases que apresentaram as alterações. À ocorrência de duas ou

mais aberrações eM uma mesma região cromossômica em pelo menos dois

animais da mesma espécie, OU à EXpressão em homozigose em uma
células foi considerada como indicador da ocorrência de um sítio

frágils à exemplo do proposto por WURSTER­HILL et al. (179898) e ELDER

& ROBINSON (1797), respectivamente. às alterações observadas Foram

documentadas por Ffotomicrogaratias.

G. Análise Estatistica

Fara compararação entre os resultados das diferentes

condições de cultivo analisadas e» entre o controle & oe vários

tratamentos na pesquisa de fragilidade cromossômicas utilizou­se o
. o

. . 1 , : .teste de Qui­Quadrado (XE), tendo sido fixado em 5% o nível critico

de rejeição da hipótese de nulidade,
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III. RESULTADOS

A. Culturas de Fibroblastos

ii. Ensaios sobre Condições de Semeadura e Cultivo

dos ensaios realizados para verificar as

melhores condições para o cultivo das células dos Et CE

envolveram variações em quatro aspectos básicos. ou seja. no tecido

da biopsias na técnica de desagregação celular. no substrato & no

meio para cultivo das celulas, estão apresentados na Tabela 3. Uma

avaliação ­ quantitativa dos dados mostra que das 445 amostr:
semeacas:

a) 155 (94,%) foram derivadas de bpiopsia da orelha. 7 (S.4%) da

cauda e 1 (d.4%) da asa

bb) 147 (89%) foram desagregadas mecanicamente (137 orelhas.

caudas. 1 asa) e 13 (11%) desagregadas enzimaticamente Corelhas):s

Se (31%) foram montadas em frasco Descarplast (47 orelhas,

197 (SIX) em frasco Costar (198 orelhas. 4 caudas. É asa)

frasco Corning Corelhas):

d) 41413 (S8%) foram cultivadas em meio HameFiíig (1898 orelhas.

caudas. 1 asa) e 308 (S8%) em meio MEM=­Eagle (47 orelhas. E caudas):

e) 1447 (71%) aderiram aos Frascos e as demais. ou (seja. 19

(14%) foram descartadas por não aderência (147 orelhas, 1 cauda. À

asa) e e 7? (18%) por contaminação (287 orelhas e 2 caudas).

Das 147 amostras que aderiram:

a) 111 (74%) foram derivadas de orelhas e 4 (4%) de caudas

bb) 1688 2% foram desagreasadas mecanicamente (128 orelhas. &

caudas) e 7 3 enszimaticamente

nmco) 38 : foram semeadas em frasco DOescarplast (80B orelhas. 4

caudas. BS 7% em Costar (75 orelhas. 2 caudas) e 5 (44) em

frascos Cornina:

d) 88 (68%) foram cultivadas em meio Ham­Fí68 (78 orelhas.

caudas) e 37 (328%) em MEMESITITE (33 orelhas. 4 caudas)
sa=) ou (73% Crescerama. DO (19%) não cresceram & 18 (8%)

contaminaram posteriormente,

ir1 2 3 4 5 6 7 unes 12 13 14 15 16 17 18



Tabela 3.

3

Distribuição das frequências de amostras semeadas que aderiram. que
proliferarama contaminarama.a tiveram problemas na colheita e analisadas.
de acordo com o tipo de biopsias;s desagregação. frasco e meio de cultivo
utilizados.

Espécie Variáveis Desagregação Frasco Keio
necânica enzimática Bescarplast Costar forning Haa­Fiê HEK­Eagle

Nº de

anostras orelha cauda orelha cauda — orelha cauda orelha cauda orelha cauda orelha cauda orelha cauda

E. auripendulus

E. bonariensis

E. glaucinus

E. perotis

HM. abrasus

H. temuinckii

seneadas (0) Í ! Í i
aderirae (1)
cresceram (1)
contasinaras (0)

semeadas (2)
aderiras (2)
cresceram (2)
contasinaras (2)

semeadas (00)
aderiraa (17)

cresceram (14)
contaninarao (19)
problegas (2)
analisadas (4)

seneadas (32)
aderiram (15)
cresceras (52)
contasinaras (15)
problemas (2)
analisadas (4)

seneadas (2)
aderiraa (0)
Ccresceraas (2)
contasinaram (1)

problesas (9)
analisadas (2)

semeadas (25)
aderiram (17)
cresceram (7)
contaminaram (13)
Problemas (8)
analisadas (2)

sessadas (37)
aderiras (30)
cresceram (25)
contasinaraa (9)

problemas (7)
analisadas (12)
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Tabela 3. (cont.

feio

HEK­Eagle
Frasco

Costar
Desagregação

enzimatica
Espécie Variáveis

Corning Han­F1ênecânica Pescarplast
Nº de
anostras orelha cauda orelha cauda orelha cauda orelha cauda orelha caudaorelha cauda — orelha cauda
Seseadas (43) ES 2 au 3º R Í
aderiram (32) 2 ") e7 2.
cresceram (19) 19 9 16
contasinaram (14) 14 E) 8 7
Problemas (2) ê 2 e

analisadas (13) — 123 3 10

M. molossus

N. Taticaudatus * serneadas (2) 1
aderiram (1) Í
Cresceras (1) Í
contaminaram (1) 1

* À Unica amostra da asa semeada apos desagregação mecanica, em frasco Costar, e com selo Hams­Fiê, não aderiu

6 7
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Nas 05 amostras que cresceram:

a) 81 (95%) foram derivadas de orelhas e 4 (3%) de caudas

bb) 988 (94%) foram desagregadas mecanicamente (764 À

caudas) e O (6%) enzimaticamentes

c) ei (25%) foram semeadas em frascos DOescarplast (18 orelhas.

caudas)a.a 648 (71%) em Costar (50 orelhas. 4 cauda) 2 4 (4%) em

Cornina:

d) EB (48%) foram cultivadas em meio Ham­Fií8 (O; orelhas,

cauda) e 27 (38%) em MEM­Eagle (24 orelhas. 3 caudas): es

e) DB (5414) apresentaram bom crescimento e 33 (39% tiveram

crescimento insuficiente (21 contaminaram e 12 estacionaram»>.

Das 12 amostras que apresentaram bom desenvolvimento das

Culturas:

a) Si : foram derivadas de orelhas e uma (82%) de caudas

DI AS TAZ foram desagregadas mecanicamente (48 orelhas. À

cauda) e S | enzimaticamentes

c) 11 (801%) foram semeadas em frascos Descarplast (129 orelhas.

1 cauda) e 44 (C/9%) em Costara

d) 35 (67%) foram cultivadas em meio Ham­Fiê e 17 (33%) em HMEM­

Eagle (iáó orelhas. 1 cauda):

2) 7 (130%) contaminaram durante às substituições de meio de

culturas

TT) 39 (756%) foram colhidas com sucesso (3 contaminadas e

normais) fornecendo material suficiente para análises

9) 13 (854%) apresentaram problemas na colheita (9 normais e

contaminadas): oe

h) 37 foram analisadas.

as 160 amostras com crescimento insuficientez

a) todas foram desagregadas mecanicamente (114 orelhas.

i cauda):

bb) 4 foram semeadas em frasco Descarplast (3 orelhas. 1 cauda.

4 em Costar = 2 em Corning:

c) ? foram cultivadas em meio Ham­Fi1i9 (7 orelhas. Í cauda) é 3

em MEM ERGIlS
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Dbhbservasse., qpela Tabela 3. que &7/ amostras sofreram

contaminações. Dessas:

a) 27 (SOSX) contaminaram antes do crescimento (359 orelhas. 4

caudas). sendo 22 (S1X%) por fungo (17 orelhas. 3 caudas) e 147 (47%)

por bactérias (18 orelhas. 4 cauda)? e

(48%) contaminaram após & crescimento (85 orelhas. 3

caudas). sendo 12 (43%) por fungo (11 orelhas. 1 cauda) e 16 (87%)

por bactérias (14 orelhas. 2 caudas).

Na Tabela 4 estão discriminadas. por csspécies

frequências de amostras que contaminaram antes de aderir ou

aderiram é que proliferaram. de acordo com o local de coleta

biopsia., do tipo de frasco e de meio de cultivo utilizados. para

dois métodos de desadregação tecidual tentados. Comparando os

rendimentos dos dois tipos de desagregação. verificou­se 3 maior

eficiência da desagregação mecânicas tanto no aspecto de aderência

ao substrato como no de proliferação celular (valores de XE nã
Tabela 9).

À desagregação mecânica foi adequada para propiciar à
adesividade que o explante necessita para fixar­se ao substrato em

relação às espécies E. auripendulus. E. bonariensis. E. glaucinus.

=. perotisa. MM. abrasus. HM. temminckii. M. ater. M. molossus e NR.

laticaudatus., Embora às espécies E. perotis e M. temminckii tenham

apresentado menores frequências de adesão (54% e ó5%) nas amostras

desagregadas mecanicamente. à desagregação enzimática propiciou um

aumento na frequência de adesão do explante apenas nas amostras de
MM. temminckii (75X

Os dados obtidos com as amostras desagregadas

mecanicamente foram comparados. por teste de Xº,., em relação sos
demais parâmetros considerados neste estudo e o5 resultados são

apresentados na Tabela 8. EM relação à sFfrequência com que

amostras aderiram, não houve diferença na afinidade dos explantes,

independentemente de sua origem. pelos substratos plásticos das

Marcas. assim como também não houve influência de qualquer dos meios

utilizados. Considerando só as culturas nas quais houve proliferação

celulara observou­se que 05 explantes obtidos de biopsia da orelha e

da cauda tiveram às mesma capacidade de proliferação in vitro
(orelha S3SX e cauda 44%), Além dis à semelhança do observado em
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Tabela 4. Fequência de amostras semeadas(S). aderidas (a). contaminadas antes de

aderir (CD) e com proliferação (FPF). discriminadas pela espécies. local de coleta da

biopsia. tipo de frasco e de meio de cultivo utilizados nos casos em que foi

feita desagregação mecanica e nos submetidos a desagregação enzimática.

Espécie Biopsia Frasco HKeio

orelha cauda asa Descarplast Costar Corning Has­Fid KEK­Eagle

SACF SACP SACP SACP SACP SACF SALCP SÃA£P

Desagregação mecânica

E auripendulus 11 Í

HWE. bonariensis 11 NS

E. glaucinus 1513 3 8B17 73%

E. perotis 2413 148 9614 177

HM. abrasus 11 À ia

H. tesminckii co 13 4 5 20 13

K. ater 327 À 18 18

H. Kolossus 4438 219 36 27

N. Taticaudatus 1 Í ei

Total 137 102 7 76 4630 200 9%73

Desagregação enzimática

E. bonariensis

E. glaucinus

E. perotis

H. abrasus

K. tessinckii

K. ater

KH. molossus

Total

EV
AVAVAY

cem 1 2 3 4 5 6 7 unesp ”“. 12 13 14 15 16 17 18



Tabela 4. Valores de Xº obtidos da comparação entre as variáveis dos

parâmetros tipo de desagregação.

frasco e meio de cultivo.

Farâmetro analisado

local de

Variáveis comparadas

bicopsias. tipo de

Com adesão tipo de desagregação
local de bicpsia

tipo de frasco

meio de cultivo

Com proliferação

celular

tipo de desagregação

local de biopsia

tipo de frasco

meio de cultivo

mecânica x enzimática

orelha x cauda

Desc. x Corn. x Cost.

HEM­Eagle x Ham­Fio

P < 0.05

ns

ns

ns

mecânica x enzimática

orelha x cauda

Desc. x Corn. x Cost.

MHEM­Eagle x Ham­Fi18
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relação às culturas que aderiram ao substrato. embora à frequência

crescimento tenha decrescido dos frascos marcas Corninga E

Costar para o Descarplasta. à diferença não foi significativa,

Outra constatação é que ambos os meios utilizados. ou seja, Ham­eFia

e MEMb­Eagles foram igualmente suficientes para propiciar e manter o

crescimento das células in vitro, nas condições de enriquecimento
utilizadas.

À observação das frequências de adesão e crescimento das

diferentes espécies mostrou. ainda. que às células das espécies

perotis = M. temminckii foram as que apresentaram Malores

dificuldades para o cultivo in vitro.

Em relação às contaminações. deve­se destacar duas

categorias. que se referem ao período de sua ocorrência: antes ou

depois da proliferação celular. As contaminações que ocorreram antes

do crescimento se caracterizavam por manifestação entre o 328 e UE:

dia após à montagem da cultura. Esse tipo de contaminação Foi
decorrentes provavelmente, da presença de contaminantes na amostra

apos assepsia inadequadas ou da utilização de materiais não

assepticos e do manuseio inadequado durante à montagem da cultura,

As contaminações que ocorreram após o crescimento celular eram de

origem exógena ao material. ou sejas: eram provavelmente decorrentes

de problemas ambientaiss referentes à assepsia inadequada das

câmaras de fluxo laminar onde as culturas eram manipuladas. E

problemas na esterilização de vidrarias ou soluções.

Os contaminantes foram funaos ou bactérias, sem

prevalência de qualquer dos tipos. Nos os de contaminação por

funão antes do crescimento, esse era de um tipo diferente do

observado nas contaminações após o crescimento. No primeiro caso. o

fungo apareceu associado à um fragmento de tecido com pelos. e não

disperso pelo frasco. como no segundo caso.

8. lesenvolvimento das Culturas

As observações diárias das culturas mostraram que

crescimento ou proliferação celular iniciouese entre o quarto

Ditavo dia após à montagem da cultura. Em alguns casos. as células

que inicialmente cresceram do explante possuiam aspecto epitelióide.

à partir das quais surgiram as células fibroblastóides (Figura 1).
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que davam origem. posteriormente. à cultura em monocamada (Figura E.

à). As células multiplicaram­se bem em pH ligeiramente ácido (pH 6.5

a 748),

Algumas amostras de Eumops glaucinus e E. perotis

apresentaram apenas à proliferação inicial de células epitelióides,

seguida pelo estacionamento da proliferação, sem o aparecimento

posterior de fibroblastos.

À taxa de proliferação dos fibroblastos de morcegos foi

elevada e. frequentemente. após cinco ou seis repiques. OU Seja. em

um período de cerca de 42 dias após o início do crescimento, já

observou à presença de células senescentes, caracterizadas

forma estrelada. ocorrência de vacuolização do citoplasma

aparecimento de grânulos ao redor do núcleo (Figura 2. Eid.

À fim de verificar o efeito da densidade de células à

semeadura naàã taxa de proliferação, seis ensaios foram feitos.

envolvendo três amostras de uma cultura do espécime CFCÍíSs., Ds

ensaios compreenderam variações apenas no número de células/ml (de

meio de cultura na semeadura de novos repiques. Os resultados são

apresentados na Tabela 4 é apontaram que concentrações em torno de

1.4 nx 10% a 1,0 x 109 células/ml são boas para à iniciação de novas
réplicas. de tal modo que após cerca de 4:a2 7 dias podem ser

colhidas e utilizadas para analise, enquanto que culturas semeadas

com densidade em torno de P.5 ou 5x 10897 células/ml não
indicadas para a obtenção de material suficiente para análises

posteriores.
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Figura 2. Aspecto das células tfibroblastóides, ô Crescendo em

monocamadas? E'%: Em fase de senescência,
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é. Densidade celular em lançamentos de células

repiques,

Ne de celulas/ml Tempo de obser­

de meio vação (dias)

CFEÍSE­S

CFEiSS­S

CFEiDó­3

CFLISS­3
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3. Ensaios sobre congelamento celular

De resultados dos testes desenvolvidos para verificar

quais às melhores condições de congelamento das célulass para
preservação mais eficiente das linhagens celulares, são resumidos na
Tabela 7. Conforme já descritos foram testadas variações na
densidade celular à2Do congelamento. no procedimento de congelamentos

no tempo de armazenagem e na densidade celular nos novos lançamentos

após nn descongelamento. À concentração de células contida em cada

ampola de congelamento variou de 4,5 x 199 à 3,4 x 106 células. D
procedimento de congelamento consistiu no conselamento direto das

ampolas em nitrogênio liquido nos ensaios À e 231 no resfriamento

prévio das ampolas à ­2OIC, seguido de transferência para o botijão
de nitrogênio nos ensaios 8. 4. 5 e ti. e no resfriamento prévio a
TRSDC seguido de congelamento a 190090 e 19490 nos ensaios & a 18,

O tempo de armazenagem à “19490 variou de 3 a 77 dias e à densidade

celular nos novos lançamentos variou de 3 x 1429 à 4.48 x 10

celulas/ml por frasco.

Os ensaios 5. 8 e ? não foram informativos. pois após

descongelamento as celulas estavam mortas. À morte dessas células

ter ocorrido durante o processo de congelamento DU

descongelamento,.

O tempo de estocagem parece não ter interferido na
viabilidade das celulas, pois quando as células foram congeladas da
mesma forma e estocadas por tempos diferentes. como nos ensaios &.

10 (404, 49 2 12 dias, respectivamente) à viabilidade ficou (entre

20X. sendo que à maior taxa de viabilidade foi encontrada no

ensaio Za. um dos quais em que o material ficou mais tempo cestocado.

O período de estocagem parece também não ter interferido

na taxa de proliferação das células, tendo em vista 05 resultados

dos (ensaios é& e 184) nos quais observou­se Jue concentrações

emelhantes de células (ensaio de= 4,9 x 10 células/ml. ensaio 4Q =
43i x 4109 células/ml)., quando estocadas por tempos diferentes no
nitrogênio liquido "RSDEr apresentaram uma

taxa de proliferação semelhantes alcançando 41420% de confluência
entre 8

&« 7? dias. Ds ensaios 7 e 19, embora com densidades
“ o nt o ns 1 “ 2celulares e (aa x 49 ia ox 18929 celulas/ml).a porém
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Tabela 7. Iensidade celular das culturas congeladas e condições de

congelamento aplicadas à cada ensaio. SC= sem crescimento?

Ce contaminação,

Ensaio — Amostra Estimativa do nº de células vivas Temperatura (ºC) Tempode Viabiliz Tempode Confluência
estocagem dade (4) observação (4)

por ampola após descon­ — por ml/frasco apos co ­180 ­19% (dias) (dias)
(1,5 nl) gelamento lançamento

CFESS­L5 5 15d f,5dod 3,0x10º

CFosa­d = Lad — ajeda 4,0x103

CFESB­3 17x605 1,540 3,0x109
147409 a,0xtot 4,0x10

CFESSO­L — 2,0x100
CFELIO­?

CFESAS­E o = 4,8x106 — a,DdMS 1,2x100
CFCL2S­2

CFOIZS5­3 ABI — 3d 6 êxito
CFCIPS­A

CFOSPB­E55=— 1,0x105
CFCIB­R

CFOIPR­L — d,7x405

CFELAO­E = 3,4xiob
CFELA0­?

CFEISO­L  — d,5xL00
CFEL56­2
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congelados da mesma forma e estocados por tempos diferentes (40 = 1º

dias. respectivamente). também alcançaram uma taxa de proliferação

semelhantes. atingindo 128% de confluência em 5 e 7? dias.
respectivamente.

Os três processos de congelamento foram eficazes. ou sejas.

quando as células dos ensaios 14. 8. A+ &7 Za 19 & 441 foram

descongeladas. elas foram capazes de reconstituir a cultura. No

entanto. os dois procedimentos que envolveram 5 congelamento

moderado (cPSSOP me 19400 nos ensaios 2. 4 e 14.4 o CEODC,Q 180060 e
,“SE400 nos ensaios é: 7 e 19) foram os que resultaram nas maiores

frequências de células vivas após descongelamento.

à densidade celular em torno de 3 x 103 céólulas/ml
mostrou­se inadequada para o início da culturas pois as células do

ensaio 1 não conseguiram ocupar um terço da superficie de 25 eme
frasco. isto és atingir cerca de 35% de confluência, nos 49 dias

observação.

as suspensões celulares com densidade em torno de 4 x

celulas/ml foram capazes de reproduzir uma cultura, proliferando

ocupando cerca de dois terços (70% de confluência) da superficie de

crescimentos em até 309 dias após o lançamento. As observações
diárias mostraram que cssas culturas apresentarama logo após o

lançamento (3 à 4 dias). um número relativamente bom de metáfasces,
que (diminuiu (com o decorrer dos dias. For outro lado. as

suspensões celulares com valores em torno de 4.2 x 189 a 445 x 40
celulas/ml mostraramese melhores para iniciar uma cultura. forrando

a superficie de crescimento do Frascos (OU Seja. atingindo

total, em 2 a 9 dias após o lançamento (ensaios é. 7.
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Estudo Citogenóético em Molossideos

i. lescrição dos Cariótipos das Espécies Analisadas

Ds molossidenos que ocorrem no Erasil pertencem 205 gêneros

Eumops. Molossops. Molossus. Nyctinomops. Fromops e Tadarida,. [8 E:
animais dos gêneros Eumopss tMolossus:. Nyctinomops. Fromops

Tadarida apresentams como caracteristica morfológica comum,

orelhas unidas em suas bordas internas por uma faixa membranosas

que os diferencia dos animais do gênero Molossops. que apresentam

orelhas. com bordas internas distintamente separadas. Tadarida

Nyctinomops são facilmente distinguiídos dos demais por possulrem

bordo do lábio superior vincado com sulcos profundos. Essas e outras

caracteristicas morfológicas. como coloração. comprimento da cauda.

forma e tamanho do trago e antitrago. fórmula dentária e estrutura

dos (dentes. =: medidas externas & cranianas vao. em conjunto.

diferenciar as espécies dentro de cada um dos géneros, evidenciando

uma ampla variação que nem sempre é observada nos padrõóes

cromossômicos analisados para algumas espécies,

à Tabela 8 apresenta à classificação dos 32 espécimes

utilizados para essa análise e as informações em relação às técnicas

citogenéticas empregadas.

À espécie Eumops auripendulus possui tamanho intermediário

(antebraçõ: anzs 56­43 mm) em relação às demais espécies de Eumops e

apresenta uma pelagem marcante pela sua coloraç ão neGra pardacenta
dorso­ventralmente (VIZOTTO & TAUOET, 19739). O cariótipo de E,

auripendulus. analisado a partir de células da medula óssea de um

exemplar macho e ilustrado na Figura 3; possui número diplóide de

cromossomos idgual à 482 (Sn=49) 2 numero fundamental igual a 48

(NESSPI, Constitui­se de nove pares de cromossomos metacêntricos &

submetacêntricos grandes ou qmédios (1 à A. é e 7. PF a 11). dois

pares de subtelocêntricos médios (5 e 8). sendo o maior portador de

uma constrição secundária e satélites nos braços curtos. E nove

pares de acrocêntricos médios ou pequenos (192 à 2ô). O cromossomo %&

E um submetacêntrico médio e o Y um acrocêntrico pequeno.

Em relação à espécie E. bonariensis. às preparações de

medula ússea e das biopsias não forneceram material adequado para

análise citogenêtica.
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Tabela 8. Informações sobre os

estudados em relação à

Sexo

fêmea.machos Es

Número deTepécie

exemplares

Eumops auripendulus

Eumops glaucinus

Eumops perotis

HMolossops abrasus

HMolossops temminckii

Holossus ater

molossusMolossus

Nuctinomops laticaudatus

CH) As coloração usual:
Us bandamento NEG &

2 3 4 5 6 7

espécimes de molossíidenos

classificação taxonômica,
técnicas citogeneêticas

IMF

CH. iF

F

Hair

SIVEENIA

EM.5SE

bandamento
bandamento
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Empregadas, bs

Técnica

utilizada (x)

ABC

AsBJAC

ABC

AsEB.C

AsE

ABC

A.B.aC

bandamentao

val

E

CEB
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Figura 3. Cariótipo usual de Eumops auripendulus (een = 427 NE s £S9),

Earra = Bum.
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Ô cepécie Eumops glaucinusa também de tamanho

intermediário (ans 57 —» 44 mm). diferencia­se mortologicamente de E.

auripendulus com relação ao tamanho = forma do trago (apêndice

membranoso. ereto. disposto na entrada do conduto auditivo). e dos

dentes pré­molares, e possui a coloração do pelo parda­acinzentadas

mais clara na região ventral (VIZOTTO & TAQGUEI, 19739), À análise

cromossômica realizada em duatro espécimes (três machos e uma fêmea)

revelou Pn=489 e NESSA, Seu cariótipo constitui­se de doze pares de

cromossomos metacêntricos e submetacêntricos com tamanhos variáveis

de arandes a médios (1 à 4192). um par de subtelocêntricos médios (13
e seis pares de acrocêntricos médios à pequenos (14 à» 17).

cromossomo X é um submetacêntrico de tamanho médio e o Y é

acrocêntrico pequeno (Figura 4.1). As regiões organizadoras

nucléonlos (RONS) localizam­se nos braços curtos dos parcs

submetacêntricos 7. 8e?er também no telômero do braço longo

menor par de acrocêntricos (Figura 4.6).

D padrão de bandas DO de Eumops galaucinus é mostrado nã

Figura SB... À heterocromatina constitutiva. evidenciada pela banda
Cas aparece nas regiões centroméricas de todos os cromossomos. nas
regiões pericentroméricas e braços curtos dos pares 7. Bs. F e

no braço longo do cromossomo Y (Fiqsura S.E).

Ds morcegos de maior tamanho entre os molossíideos (ans74

80 mm) pertencem à espécie Eumops perotis (VIZOTTO & TADQOET, 1973).

à análise cromossômica em três exemplares (8 machos é 14 fêmea)

revelou (que o cariótipo de a espécie. apresentado na Figura ó.As

possui (BPnSAB e NFEsS86, Constitui­se por um par de cromossomos
submetacêntricos muito grandes (4). três pares de submetacêntrico:
médios (2, 4 é 7), dois pares de subtelocêntricos medios (13 e 194) e

dezessete pares de acrocêntricos médios à pequenos (3, 9 e

1814 14 à 23). O cromossomo X é um submetacêntrico de tamanho
O Yum acrocêntrico pedueno. Nessa espécie as RONs localizamese na

região proximal do braço longo do cromossomo acrocêntrico 8. no

local da constrição secundária (Figura S.E)s que apresenta

heteromor fismo de tamanho.

O padrão de bandas G de E. perotis é apresentado na Figura
a distribuição da heterocromatina constitutiva, que aparece7af =

somente nas vregibes centroméricas dos cromossomos. é ilustrada na
AFigura Z7.E.
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Figura 4. Cariótipo de Eumops glaucinus (ê8n = 4805 NF = é4). Av Em
coloração usual E: Com à localização das RONS
(assinalados com asterisco). Barra = Sum.
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Figura &. Cariótipo de Eumops perotis Cen cs AB: NEX 855), ã:o Em
coloração usual: Ez Com à localização das RDNS
(assinalados com asterisco). Barra = Sum,
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Figura AZ.
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Cariótipo de E. perotis. A: Com bandas GG. E: Com bandas LC.

Earra = Sum.
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Em relação ao gênero Molossops, à espécir abrasus é

que apresenta maior tamanho Cans 43,44 — 44 mm) (VIZOTTO & TADDEI,

1973). Sua constituição cromossômica caracteriza­se por EBn=34

Ni SA , havendo ces pares de CY OMossonmoss metacêntrico:
submetacêntricos de tamanhos variados de grandes a médios (4

a 413)s um par de subtelocêntricos grandes (8). três pares (de

subtelocêntricos medios (CiÃ, in e 14) e dois pares de

subtelocêntricos pequenos (45 é 144). O cromossomo X é provavelmente

um submetacêntrico médio e o cromossomo Y não pode ser identificado
pois D unico exemplar analisado era fêmea (Figura 8.6). Az RDNS

estão localizadas nas extremidades dos braços curtos dos três pares
de subtelocêntricos médios (44, Ínla íd4) e dos dois pares de
subtelocêntricos pequenos (15 e 14) (Figura 8.6).

A

padrão de bandas C. encontrado na Figura P.B, revelou que

rocromatina constitutiva distribui­se na região centromérica de

DE cromossomos e: no telôâmero do braço curto do par 13 de

subtelocêntricos,.

à espécie M. temminckii guarda à caracteristica de menor

tamanho entre as espécies de Molossops e seu cariótipo é be
diferente do de seu congênere M. abrasus. À análise cromossómica em

dois exemplares (1 macho e 1 fêmea) dessa espécie mostrou que ela

possui (Ens48 e NESSA (Figura 10.8). E O cariótipo é constituido por

um par de cromossomos submetacêntricos grandes (14), dois pares de
Falsubmetacêntricos médios (E e 7), três pares de subtelocêntricos

médios (8. 18, 119 um par de subtelocêntricos pequenos (29)

eds pares de acrocêntricos médios à pequenos (3 à é. 7. 18

à 23). O cromossomo X é um subtelocêntrico medio e o Y

elocêntrico pequeno. às RONS estão localizadas em três pares
cromossomos subtelocêntricos: nas extremidades dos braços curtos
maior par de subtelocêntricos (o par 4). na constrição secundária

braço curto do par DD ena extremidade do braço curto do par
(Figura 180.6).

O padrão de bandas GG de M. temminckii é apresentado nã
Figura Í1.A. À heterocromatina constitutiva é centromérica é aparece

também no brago curto do par 142 (Figura 11.EÉ).
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Figura 9, cariótipo de KM, abrasus. A:
Parra Dum.

5 6 7

Ynm Wh «
ú dk xhPS

e
F.

EMEA
à

5

+& Ná ae rs à bh
13

= Lom bandas G., E: Com bandas E,

EV
AVAVAY

unesp ”“. 12 13 14 15 16 17 18



TB teto Macs ao no
1

AGUE AR AE Ad au ds
13 1a

ah db nd ah aa ao à; a
7 18 1º 20 oi ee xYEx

Metro ns
DO EA NS 80 AR 08 na os

13 au

69 GR AX AB as .é o. RA
7 18 1" oo e1 Pp? 23 xx

f—

Figura 19. Cariótipo de Molossops temminckii (8h = 485% NE a As

Em coloração usualy E%º com à localização das KDks

(assinalados com asterisco). Farra = Sum.

EV
AVAVAY

cem 1 2 3 4 5 6 7 unesp ”“. 12 13 14 15 16 17 18



23

Figura ti. Carióútipo de M, temminckii., à: Com bandas Bi E: Com

bandas Cc. fara melhor visualização das bandas do par
cromossõómico 10, usou­se nesta foto cromossomos de outa
metáfase,. apresentados em destaque, Earra = Sum,
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PásAs duas espécies do gênero Molossus analisadas. Molossus

ater e Molossus molossus. são semelhantes morfoloaicamente e diferem
do gênero Eumops quanto ao numero de dentes incisivos. À espécie

ater é de maior tamanho (an=s47 —» SP,5 mm e ans 34 » 44 mm pará
molossus) (VIZOTTO & TADNET., 19739). Analisou­se dez exemplares

dessa cepécie (5 machos e 5 fêmeas). à Fiodura 18.6 mostra o

cariotipo usual de M. ater (ênsa4o e NESSA, que se constitui de um

par de submetacêntricos muito grandes (id, três pares de
DP)submetacêntricos médios (8. 4 é 7), cinco pares de subtelocêntricos

variando em tamanho de médios à pequenos (8. 189.4 134 17 e PA) e
quatorze pares de acrocêntricos. também variando em tamanho de

médios a pequenos (3,4, 5. 6º Pa 144 16, 14 à dó, 18, 19,7 21 à DS), O
cromossomo X é um submetacêntrico de tamanho médio e 0 Y um

subtelocêntrico pequeno, Nessa cespécie as KONS localizamese na

constrição secundária do braço longo do segundo maior par de

acrocêntricos. o número 5 (Figura 12.6). que similarmente ao par E
de E. perotis também apresenta heteromortismo de tamanho.

O padrão de bandas G é apresentado na Figura 13,A e o
reverso (bandas KR) na Figura 13.6. A heterocromatina constitutiva em

M. ater distribui­se apenas nas regiões centroméricas de todos os

cromossomos e no braço longo do cromossomo Y (Figura 14),

n Fariótipo de Molossus molossus foi analisado à partir de
células de des e: (Io machos e S&S fêmeas) e. à semelhança ao de

M. ater. apresenta Cnz46 e NESÁS Seu cariótipo constitui­se por um

par de submetacêntricos muito orandes (1), três pares de

submetacêntricos médios (8. 4 e 7). cinco pares de subtelocêntricos

variando em tamanho de médios à pequenos (8, 16. 143, 17 e PO), ­

quatorze pares de acrocêntricos médios ou pequenos (3. ST. Sa Pa Lo
1º. it a dó, 16, 19, 901 à 83)1 O cromossomo X é um submetacêntrico

médio (Figura 15.8) = o Y um subtelocêntrico pequeno (Figura 14). Às
RONS estão localizadas na constrição secundária do braço longo do
par de acrocêntricos SS. no local da constrição secundária (Figura
15.8). também com heteromortismo de tamanho,

OD padrão de bandas GO = R de M. molossus é semelhante ào

de M. ater igura 14,A e 17), assim como à heterocromatina

constitutiva que & restrita às regiões centroméricas de todos os
CY ONMOSES e ao braço longo do cromossomo Y (Figura 14.E6).
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Nyctinomops laticaudatus assemelha­se em tamanho (Can=

STemmi à M. ater = é pouco maior que M., abrasus. À cspécie apresenta
Luma t à de Molossus. com Bns48 e

NESSA, Seu cariótipo. obtido a partir de células de medula óssea de

um exemplar machos ilustrado na Figura 18.,.ás possui (um par
TV OMISSONOE submetacêntricos

: Cida três pares de

submetacêntricos medios (8, 4 & 7). cinco pares de subtelocêntricos

variando de médios à pequenos (8. 10. 13, 17 e Dl BP quatoraze par

de acrocêntricos variando também de médios à pequenos (3,2, 5. às SF.
it ima 14 à dór 484 47 Sí à BB), D cromossomo XX &é& um

submetacêntrico médio e o Y um acrocêntrico pequeno. As regifies
organizador: de nucléolos localizamese na extremidade do braço
curto do segundo maior par de acrocêntricos ou sejas o par 5 (Figura
BE)

à Fiaura i49,A apresenta o rpadrão de bandas GO de

laticaudatus = à distribuição de heterocromatina constitutiva, que é

apenas centromérica em todos os cromossomos. é mostrada na Figura
1?.E,

DO heteromor fismo no tamanho da constrição secundária entre

CNntama DU

seja: E. perotis. 16. ater e M. molossus pode ser observado na Figura

nO. na qual também se observam diferenças no tamanho das KOMNs

marcadas pela técnica de coloração por nitrato de prata,

2. Identificação de Homologias Cromossômicas

O cariótipo de Molossus apresenta grande similaridade com

ns padrões de bandas observados para Tadarida brasiliensis (EÁKER et

al.;s 1588), cujo género é um dos mais antigos. ocorrendo inclusive
no Velho fHundos onde provavelmente o5 molossiíideos tiveram sua

origem (KODFMAN, 1778). For isso. no presente trabalho utilizou­se o

padrão de bandas GG de MM. ater como referência nos estudos

comparativos realizados, As homologsias identificadas são
apresentadas na Tabela 2? e ilustradas nas Figuras Si. PE e 93.

À outra espécie de Molossus analisada, OU Seja, Ki.
molossus. apresentous ao nível de resolução analisados. padrão de

bandas G idêntico ao da espécie MM. ater; com thkomologia completa
entre todos oO5 Seus cromossomos.
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Figura 88, Far cromossómico 98 evidenciando e heteromorfisnmo no
tamanho da constrição secundária e das EOMS (setas) entre
os homólogos. à: M., ater: E: KM, molossust CDC: E. perotis,
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74

espécie N. laticaudatus diferiu no seu padrão de bandas

Gs em relação ao de MM. ater. aparentemente apenas por uma inversão
pericêntrica ocorrida no par cromossómico SG. conforme também

observado no cromossomo 14 e SO. respectivamente. das

abrasus = M. temminckii. Essa inversão alterou à localização das

ROMNSa TUE passou à ser terminal nessas três espécies. &
identificação de homologia entre os seus cromossomos Y não foi

possível. devido ao pequeno tamanho do Y de N.º. laticaudatus.

D padrão de bandas G de E. perotis quando comparado com o

de MM. ater mostrou extensa homologia., que só não parece ser completa

Porque à espécie não apresenta os braços curtos eucromaticos dos

cromossomos subtelocêntricos 8. 1924 17. 22 e Y de MM. ater. E por

apresentar. no cromossomo 45, pequenos braços eucromáticos não

evidenciados no cromossomo 139 de M. ater.

às homologias nos padrões de bandas G de HM. temminckii com

HH. ater são também evidentes, envolvendo vários CT OMOSSOMO
inteiros. como os par do Ba Da 7a Ba 184 154 Só 174 18, 197. BO.

Dias PR e 03 de Ma. temminckiis que mostram hhomologias com

mesmos pares de 4. atera 5 par é que parece ser homólogo

aters = o par 5 que é homólogo ao 5 de M. ater. porém apresent
com uma inversão pericêntrica. Fara os cromossomos 4. 9. 1%. 14,4 413.

14, X * Y de M. temminckiis nada se pode concluir em relação aos

cromossomos de MM. ater.

Embora as M. abrasus e M. ater possuam numeros
diferentes de cromossomos pôde­se identificar homoloaias entre
praticamente todos os cromossomos. A única exceção é o par 3 de

MM. abrasus. que não apresentou homologia com qualquer cromossomo de

MM. ater. Os cromossomos 1. 19. 18. 14. 15. 165 é X de M. abrasus

parecem ser homólogos aos pares 1. 41º 180, 13, 20. DP e XxX de 1. ater.

D cromossomo 41 de M.abrasus assemelha­se ao 9 de M. aters porém

invertido pericentricanmente. e o cromossomos 13 de Ms. abrasus

assemelha­se ao 7 de M. ater. porém invertido paracentricamente,. Dz

DUutros cromossomos de M. ater. à exceção do cromossomo 2? que não

apresentou homoloaia em MM. abrasuss aparecem nessa espécie

rearranjados diferentemente. O cromossomo 8 de KH. abrasus
provavelmente originou­se da Fusão dos cromossomos 12 é 3 de KM.

ater.» o cromossomo 3 da fusão do 14 com o 8 invertido. o 4 da fusão
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cs47 com o 14. o 4 da fusão do 8 e 983, o 8 da fusão do 2i com

da fusão do 49 com o 1414 2 o ? da fusão do 48 com o 145.

À comparação dos padrôes de handas 6 de E. glaucinus com

ater. mostrou (que as regiões reconhecidas como homólosas
POUCAS limitadas à alguns cromossomos e braços cromossómicos,.

Embora o número fundamental seja igual é o número de cromossomos de

E. 3glaucinus seja menor que o de NM. aters 035 cromossomos de E.

gqlaucinus não parecem ter resultado simplesmente de fusões dos
braços de M. ater. Alquns cromossomos de M. ater puderam ser

reconhecidos como braços cromossóômicos em E. glaucinus. como foi o

dos cromossomos 13. ea 157 e 08 de M. aters que parecem

constituira respectivamente. os: braços curtos dos cromossomos fa DB.

é e 7 de E. glaucinus., 2 os cromossomos &é e 3 de M. ater que parecem

constituir os braços longos dos cromossomos 1 e 4 de E. gslaucinus,

Haomologias completas puderam ser identificadas entre 08 cromossomos

e 17 de MM. ater e 05 pares 114. 14 é 17 de E. glaucinus.
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Tabela

acroceêntricos

9. Comparação das

SH=

caracteristicas

submetacêntrico.

espécies. À

Ds

cromossômicas entre as

ST= subtelocêntrico. números

dentro dos parênteses referem­se aos cromossomos de KH. ater,

x= cromossomo portador da ROK,

Espécie K RE X T — Heterocro­
matina

Posição da
RONW

Homologias identificadas com H. ater

KH. molossus

K. laticaudatus

E. perotis

KM. tessinckii

H. abrasus

E. glaucinus 4

ST centromérica

ST centromérica

centromerica

centromerica

centromêrica

tersinal

ctentroserica

terminal

SK À centrosérica

intercalar

terminal

intercalar

intercalar

terminal

intercalar

tersinal

terminal

terminal

1234567 8910 4 42 43 414 45 46 47 1649
co ci co cdXxe!

161), 202), 303), 404), 55), 606), 77), BIB), 909), 18000),

1104), 18042), 1303), 1404), 1505), 1604), 1707), 18086),

19019), cO(20), 2idei), calca), 23CeI) XCXO), TON)

Á(1),s 2CE)s 303), 404), SfCSinvet)s 66), 7(7), BIB), 99), 18LIO),
1401), feto), 1303), 1404), 1505), 1606), 1707), 1808),

19019), 2OtaO), 2i(es), 2adca), 23003), XX)

161), 202), 363), 404), SUE), 664), 707), BIB4), 909), 10COA,
110), 12CL2), 1303), 1404), 150/15), 1608), 17079),

18018), 19019), cOleda), 2ICaS), Peles), estes), KU), YITa)

1Ci); 202), 303), 40), SlSinvat), 609), 707), BUBA 90),
1007), 1107), 12012),1907), 140), 1505), 1608), 1707),

1616), 19019), 20(20), 2ÍC21), CAIRR), DAI)

(1); 212/3), 3US/Binva), 47/11), 50), di2g/29­23),

719/14), BI2A/6), PLAB/15),1004),SS (Sinv.at), S2É(10),
1367inva)s 148043), 15t(209), 1628), XOO

407/6)s BU3/7), AULEA/7), 407/93), 50), SUS), 7028/7), BP),

Gt7), LOL), LLU7), 1207), 4307), 14084), 1507), 1667), 707),
1807), 19407)

5 6 7 unesp”,
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Figura 21. Fadrão de bandas GO do complemento haplóide mostrando as

homolosias entre M. ater (M.a.): MM. molossus (M.an.) e N.

laticaudatus C(N.1.).
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Figura 88. Fadrão de pandas GG do complemento haplóide mostrando as

homologias entre M. ater (M.a.). E. perotis (E.p.) e MM.
temminckii (M.t.)>.
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Figura 83, Fadrão de bandas G do complemento haplóide mostrando
homologias., A1 Entre MM. ater e MM. abrasus: E: Entre
ater e E. glaucinus. Os cromossomos marcados com

circulo preto em À & E correspondem. respectivamente. aos
cromossomos de MM. abrasus cc E. glaucinus.
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3. Fesquisa de Fragilidade Cromossômica

& fim de verificar à ocorrência de fragilidade

cromossómica em morcegos. induzida por S­bromodesoxiuridina (S­Brdl)

afidicolina CAFC) foram analisadas culturas de celulas de

exemplares pertencentes às espécies de molossideos frequentemente

coletadas na região! Molossus ater. MM. molossus = Eumops glaucinus.

De dados são discriminados na Tabela id pela espécie, pelo tipo de

tratamentos e pelas frequências de metáfases analisadas. de

metáfases com anomalias e de ; observadas. Fara cada

animal foram desenvolvidas culturas com e sem tratamento com os

agentes quimicos. Em alguns casos. uma mesma cultura controle Foi

usada para os dois tratamentos.

Observa­se na Tabela 180 que a frequência total de

anomalilias observadas CraRlhas EG quebras cromatidicas Ou
cromossômicas) nos controles e nos tratamentos com S­EBrdlU não Foi

elevada. em qualquer dos espécimes analisados. Nos cinco espécimes

de M. ater, de um total de 489 ec 599 metáfases analisadas.

respectivamente em culturas controles e tratadas com G­ErdU,., apenas
3 (2.44%) e 18 metáfases (3,4%) apresentaram anomalias. totalizando 3

e £ô quebras ou falhas cromatidicas ou cromossômicas. em cada uma

das condições. Nos quatro espécimes de M. molossus. 14

CIABXIA de 345 analisadas para os controles. apresentaram um total

de 18 alterações. e 17 metáfases (4,684), de 4909 analisadas para as

culturas tratadas. apresentaram um total de 147 alterações. Em

relação à espécie E. glaucinus. foi analisado apenas um exemplar

não se observou qualquer anomalia nas 1900 metáfases analisadas

controle. No tratamento com ScEbrdl. observou­se apenas 2  metáfases

anômalas (4,8%) em 47 analisadas. com um total de 3 alterações

Comparadas às Ffreguências totais de metáfases com & sem

anomalias entre os controles e o5 tratamentos com ErdlU,. rejeita­se à
hipótese de iqualdade (XE= B,95: fool; E ( 0,05), O que indica que o
agente quimico induziu alterações cromossômicas. na concentração em

que foi usado.

ão analisar os dados da Tabela 19: referentes ao

tratamento com AFC, verifica­se que esse composto quimico foi mais

efetivo na indução de aberrações cromossômicas que a S­ErdU., Em KH.
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ES

ater. de um total de 3381 metáfases analisadas nas culturas tratadas.
dd.235 (9,0%) apresentaram alterações. Em 453 metáfases analisadas de M.

molossus. 52 apresentaram calterações C(11.45XIA 2 em E. glaucinus

Db ser voy =Ss: 4 metáfases alteradas (18%). em um total de 840

analisadas. As frequências de metáfases com alterações nas culturas

controles do tratamento com AFC das três espécies foram 146 (AQ8B%X)

nas 374 analisadas de MM. ater. 84 (4,8%) nas 506 analisadas de H.

molossus e 7 (74%) nas 1208 analisadas de E. glaucinus. ­

É possível verificar­se. também. que o número total

alterações (82 nos controles e 56 nos tratamentos. em 4. ater;
2% controles e 753 noz tratamentos. em Ma. molossus e 8 no tratamento

no controle. em E. alaucinus) é superior ao numero de nmetáta
eraalteradas. canto nos control: (8a DA e 7) como noz tratados

oe e é). Iss indica à ocorrência de mais de uma alteração em

algumas (das metáfases., O que se deu tanto pela manifestação de

alterações Em regiões cromossômicas diferentes. como pela

manifestação de uma determinada alteração em homozigose

À comparação das frequências de alterações observadas nos

controles es nos tratamento com 46C. no total de espécimesa mostrou

Ee EESSES grupos diferiram significativamente (XE= PALO: 191
2.091). Essa diferença foi bastante cvidente nos espécimes

CFI1iSBS&. CFECÍI2T e CFCDADS de Ma. ater. CFCigGo. CFCIOS 2 CFCIDEA de À.

molossus & no unico exemplar de E. glaucinus.

e Tabela it contém à distribuição das anomalias

encontradas no tratamento com 3S­Erdl nos exemplares das

Décies analisadas. de acordo com o tipo da alteração, Verifica»

se.que das 02 anomalias detectadas nos cinco especimes de 6. ater

analisad 7 foram quebras. sendo 5 cromatidicas e 4 cromossômicas.

& 14 foram falhas. é cromatiídicas e 1 cromossômicas. Com relação +aos
espécimes de M. molossus observa­se que das 19

encontradas nas celulas dos quatro espécimes. 7 foram quebras

cromatidicas e 3 cromossômicas) e 12 foram falhas (7 cromatidicas e

3 cromossômicas). D espécime de E. glaucinus apresentou duas falhas

Cuma e uma cromatidica) e uma quebra cromossômica. Ds

eventos mais comuns foram. portanto. às falhas do tipo cromatiíidicas.
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Tabela 18. Discriminação por espécie dos exemplares analisados e tipo de
tratamento empregados número de metáfases analisadas e com anomalias e
numero de anomalias encontradas nos dois tratamentos. u­ErdU=
bromodesoxiuridina:s AFC= afidicolina:s Cs controle: T= tratamento,

Espécie Exemplar Tratamento

S­Brdu APL

Nº get. anal. Nº set. anômalas — Nº deanon, — Hº met. anal. Nº met, anômalas Nº de anom.

£ T E (O TUM Cc 7 L T CE O TT (1 ET

Holossus ater CFESÍ (1,0) (5,0)
CFCSe (0,8) (1,0)
CFC5S? (1,1) (1,6)
CFESA (1,8) (8,8)
CFCA8 (0,0) (3,6)
CFCIOS 1 (150)
CFCia9 9 (18)
CFLIL3S 1 (GG)
CFC 3 (5,0)

Total (6,6) 18 16 (4,0)

Molossus molossus CFCAB (1,8)
CFESS (4,0)
CFESS (12,3)
CFCige (20,8)
CFC1O3 (18,7)
CFCIL3S7 13,9)
CFEL56 (17,4)
CF? (1,0) 2 (1,0)

Total (3,8) 19 (11,5)

Eumops glaucinus —CFCISO (19,8)
CFESAL ; (09,8) 2

Total (6,0) 2 (19,6)

(1,8) 39 6,4)
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APAE

Dz)

cd)

SIrerdi,

nA

3q proximal. que embora tenha aparecido em células tratadas

de apenas um exemplar de M. ater (CFCÍí94) foi observada em

homozisose em uma das celulas. Foi. portanto. classificada
como sitio frágil sensivel à AFC,

Eq medianos que foi à região com as maiores frequências
alterações, tanto nos exemplares de M., ater (CFCD1OS

CFIÍÁST)O como nos de MH. molossus (CFCA282, CFEC103, CECLIS7
CECISDAI, Essa região apresentou uma frequência minima de

de quebras em células controle do exemplar CEC1683
frequência máxima de 7X em células controle do exemplar
CFEÍDIO. ambos da espécie M. molossus. Às maiores frequências
de alterações vast m B.iXx,. respectivamente) foram

observadas em células tratadas dos animais CECI494 (MN. ater)
e CFOCISIA (M. molossus). É a região foi também observada com

quebras em homozigose em uma celula tratada do exemplar
CECÍISS 2 em uma célula controle do exemplar CECISS, Com ba
nas frequências de expressão nas células controle e tratadas
com AFC e no fato de que um exemplar de 14. molossus (CECS5)

apresentou nas células controle do tratamento com Erdu uma
mm 1737frequência de alteração de 7.47 X ESSA região foi

classificada como sitio frágil espontâneo e» sensível à AETC,.

Vale destacar. também, que algumas das regifes que
am com maior frequência de alterações nos tratamentos com

Ape "ode não terem atendido os critérios estabelecidos para
reconhecimento de uma região de fragilidade naqueles OASIS,
colncidentemente foram ijdentificadas como sítios frágeis após os
Ensalos com AFI,
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Tabela 4i. Frequências e tipos de anomalias encontradas nos
celulas tratadas com S­BrdU dos espécimes analisados

Espécie Espécime Nº de metafases Quebras Falhas Total de
analisadas alterações

Eromat. Cromos, Total Cromat, Cromos, Total

Holossus ater CFESA

CFESA

CFCS53

EFCS

CFC68

Total

Holossus molossus CFCA8

EFESS

CFCSS

CFELóe

Total

Eumops glaucinus —CFCIAS

Total
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Tabela 142 a Frequências e tipos das anomalias encontradas
células tratadas com AFC dos espécimes analisados.

Espécime Hº de metafases Quebras Falhas

Cromos. Total Comat. Comos, Total

Total de
alterações

Molossus ater CFELaS

CFELO?

CFELSS

CFEL6

Total

HNolossus wmolossus CcFesoa

FEIOS

CFELS?

EFELSO

CFoióe

Total

Eunops glaucinus CFCsSº

Total
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Tabela 13. Frequências percentuais de quebras = falhas em re­
gJioes cromossômicas nas quais essas lesões foram encon»
tradas em pelo menos 2% das células nas culturas con
troles (10) ou tratadas (T) com afidicolina (AFC).

Região HKolossus ater HKolossus molossus
cromossónica

CFE1dS CFC? —CFEISS — CFCIS CFCSGe CFCIO3 — CFEISZ EFCISS — CFEIG?

CC T GC T E T E 17 Cc T CEC T CE T GC T EC 1

ip mediano es! 4,0 es? 352

iq mediano 4,9

iq sediano­distal

iq proxisal­wediano

19 distal

39 proximal

4q mediano

49 proxisal­mediano

q distal

7q mediano

893 mediano

B8q sediano­distal

109 proximal­sediano

i0g mediano

2dq mediano

Xq mediano

SH medio q mediano

Acro.sedio q mediano
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Figura 24, Regiões cromossômicas que apresentaram alterações em pelo
nosomenos EB&x das células. à: No controle e no tratamento com

sEBrdU: Br Reconhecidas como sitio frágil no controle
no tratamento com AFC,
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IV. DISCUSSÃO

A. Condições de Cultivo

As células em cultura fornecem um material extremamente

Util qpara cestudos em diferentes áreas. e possibilitam à realização
de uma série de investigações biológicas; entre às quais à analice

de caracteristicas qualitativas, com) 2 morfologia celular
conteúdo cromossômico. Foréms no planejamento dos experimentos com

culturas celulares é importante o reconhecimento 2 o estabelecimento

das condições propícias para à proliferação celular.

Com este estudo. conseguilu­sses implantar à metodologia do

cultivo de fibrobiastos de morcesos no Laboratório de Citosenótica

de Vertebrados (do Uspartamento de Eionlogia do ITEILCÇE. UNCII,.

apesar de ainda haverem alguns problemas metodológicos à sere

vencidos. DD principal deles refere­se à contaminação microbiológica

das culturas e 0 outro refere­se às dificuldades específicas com

determinadas cespéciess que provavelmente refletem uma variação
interecespecifica na resposta aos procedimentos de cultivo.

Culturas primárias de fibroblastos podem ser obtidas da

proliferação de celulas à partir de fragmentos de alauns tecidos;

como o cartilaginoso e o epitelial, que são ricos em células

Tibreblastóides., WHos ensaios referentes às condições de cultura,

neste estudos foram utilizados fragmentos de orelha. ricos <csm

células cartilaoinosas e cpiteliais, assim como de membrana do

plaginpatágio (asa) = de cauda. ricos em células epiteliais. Na

membrana da asa foi utilizada apenas uma amostra e ela não aderiu ào

substrato após processamento mecânicos por isso nada se pode

concluir sobre tal material. Em relação à orelha e cauda verificou­

que ambas contém tecidos que permitiram o desenvolvimento ds

culturas de fibroblastos.

Existem; como já referido na Introduçãos várias técnicas

de iniciação de culturas primárias. Fara à montagem da maioria (das

culturas de fibroblastos dos morcegos ora analisados, foi usada &

técnica de semeadura de explantes. com os: fragmentos de tecido sendo

desagregados mecanicamente. Essa técnica mostrow­se util e adequadas

Uma vez que FOZ das amostras que aderiram haviam sido processadas
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por explante e. dessas, 474 cresceram aatisfatoriamentoe.

À dessoresação enzimática scleciona células resistentes so

método de desagregação mecânica, mas que são capazes de se ligarem,
pPOoOSteriormente; à&o substrato. Ela foi utilizada em um número menor

de amostras E o observado foi que SOS das amostras processadas
Enzimaticamente aderirvramsa e dessas 20X cresceram satisfatoriamente,.

Ds resultados deste estudo mostraram que ambos DE

procedimentos possibilitaram à obtenção de culturas de fibroblastos

de morcegos. Entretanto, à técnica de desagregação enzimática. por
envolver 6 ueo de enzimas proteoliíticas como à colagensse,. é mais
dispendiosa, devendo cer aplicada somente nos casos em que
desaoresação mecânica não for satisfatória,

Da mesma forma que o tipo de biopsia 2» de desagregação
interferem no sucesso das culturas de células;s o substrato de
cultivo celular. aqui representado pelo frasco de culturas deve
apresentar às condições necessárias pára que às células ee fixem &
indciserm O crescimento. Àà maioria das células de «vertebrados
cultivadas in vitro crescem em monocamada cobre um substrato

artificial: que pode ser de vidro ou plástico, Os frascos plásticos

de poliestireno são os mais comunente usados e têm à vantagem de
serem esterilizados pelo fabricante; aeralmente por irradiação. não
devendo conter substâncias tóxicas que possam influenciar às

culturas. As três marcas de frascos utilizadas nos ensaios. ou seja.
Descarplast., Costar e Cornings confeccionadas em poliestireno,
forneceram as condições necessárias para que as células aderissem e

proliferassem. Os anmotíivos pelos quais os frascos Costar =» Corning
permitiram uma maior frequência de adesãXo e crescimento dos

explantes, apesar de que à diferença não foi considerada

estatisticamente sisnificativa; devem estar relacionados cem &

própria constituição ou qualidade do recipiente.
fis células podem sobreviver por curtos períodos de tempo

em solução salina tamponada, mas jqpara uma sobrevivência mais
prolongada são necessários outros fatores normalmente presentes no
plasmas que podem ser substituídos por misturas sintéticas, capazes
de prolonsar à sobrevivência das células. Essas misturas constituem

DE meios de cultura. que são também de fundamental importância no
cultivo celular in vitro.
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DO meio básico de cultivo deve substituir o meio natural

sustentar o crescimento celular. Fara isso dewe ter em sua

cComNposição o5 constituíntes minimos necessários 2 essenciais ao

metabolismo celular. Entre eles. podemos citar oe aminoácidos,
vitaminas. 03 sais inorgânicos e à» glicose. às células de aamiferos

sm cultura requerem doze aminoácidos essenciais: argainiras

histidina., isoleucina., leucinas lisins. metionina. fenilalanina,

treonina: triptofanos. valina, cistina e tirosina. Esses aminoácidos

constituem no minimo requerido pelas células. mas à maioria delas

desenvolve­se qaielhor na presença de outros aminoscidoss. que

importantes pars && síntese de proteínas e de ácidos nucléicos. À
maioria das vitaminas essenciais pertence ao arupo RB e quase todas

são parte djntegral (de coenzimas relacionadas com o metabolismo

celular. à alicose é à fonte mais comum de carboidratos e eneroia.

Entre ne sais. cuja função E contribuir na osmolaliíidade do meio.

destacam­se principalmente os de códios potássio. magnésio, calcio,

cloro e outros (FRESHNEY., 179727,

Além dos componentes essenciais para o cultivo celular já

citados. grande parte das células requer 3 suplementação do meio com

soro. sendo o soro fetal hovino o mais comumente usado. O papel do

soro animal nas culturas é ainda controverso: mas poudqduilssivmas

células crescem na sua ausência e mesmo quando o crescimento ocorre;

ele é sempre melhorado se for adicionado soro ao meio, OQ] soro
constitui a fonte de determinadas proteins, Como albumina,

gJlobulina e fetuiíinas, que parecem auxiliar ou promover à aderíncia

celular e inibir à ação de enzimas proteolíticas como à tripeina,.
Apresenta. tambéens, em sus constituição. polipaeptideos Como os
fatores de crescimento derivados de plaquetas e fatores

crescimento de fibroblastos. hormônios como 3 hidrocortiíisona e

crescimentos minerais e substências que, em condições especiais,

inibem &s proliferação celular (FRESHNLY,., 1787).

a variação nas proporções dos elementos cesenciais na

constituição do qmeio de cultura é que diferencia os tz dos

disponíveis para o cultivo celular. Embora na lateratura
especializada existam informações sobre 3 especificidade dos meios

de cultivo em relação aos tipos celulares. à escolha do meio nem

sempre é fácil. Tanto oO meio Hamid como o Mil Iagle apresentaram
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bons resultados nos ensaios realizados. mostrando­se satisfatóriospara oO cultivo e manutenção dae células in vitro. Embora o; meio Ham
Fio seja mais vico em aminoácidos e vitaminas que o MEM­Iagle., esse
mostrou­se suficiente para promover e manter o crescimento de

fibroblastos de morcego nas condições de suplementação usadas OU

seja. com dem de soro fetal bovino e 2S49oml de alutamina.

D meio idestlizado por Eagle é. provavelmentes o mais usado

em culturas de cótulas animais e inclui treze aminoácidos & oito

vitaminas. dissolvidos em solução salina balanceada de Carlile (ci.em

FRISHNEY. 4787), Os dados de literatura* mostram que culturas

primárias de fibroblastos humanos. da roedores «é aves 2 de linhagens

delas derivadas podem ser mantidas em um meio relativamente simples

como o NCM­Cagle, desde que suplementado com soro fetal. Meios mais

complexos são necessários quando se quer promover à proliferação de
tipos celulares especificos ou 3 expressão de alguma função celular.

Como destacado anteriormente; as contaminações microbianas

ocorridas qnãs culturas foram um dos maiores problemas no cultívo de

células. Os aocntes contaminantes observados foram bactérias
£UNOS GE embora tenham sido feitas observações sobre
caracteristicas da ocorrência da contaminação (tipo; épocas, cbe.)d:

nem sempre Foi possível determinar sus origem. Muitas mudanças nos

Processos assépticos foram feitas no período de desenvolvimento

deste estudo, à fim de reduzir 03 indice de contaminações

Entretanto: cesalte­se que «à natureza dos materiais processados no

Laboratório de Cultura de Células é bastante diversificada.
inciuindo linfócitos: fibroblastos humanos e de outros mamíferos

células tumorais, e O numero de pesquisadores que no utilizam é muito

arande pará o pequeno espaço disponívela o que faz com que nem todas

às variáveis possam ser devidamente controladas.

Com basc nas observações desse estudo foi possível

caracterizar ae culturas de células de morcegos em relação à alguns

aspectos, um doe auais é o pH. Embora o pH ótimo pare O crescimento
varie pouco entre diferentes linhagens celulares: oe

fibrubla humanos normais têm um melhor desenvolvimento em plí 7,4

­ 77 E as linhagens celulares transformadas em pH 7.8 + 7.

(EAGLE: : Entretanto. há reaistros de aque células cpidérmicas

podem ser nmantidas em pH S.5 (LISINGSERS et al... 19789), DD que
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conciuiu no presente trabalho é que. para fibroblastos de morcegos.

o pH ótimo de crescimento situa­se entre ph 6,4 é 7:08,

A nmaioria das culturas celulares propagasas de forma

inalterada por um numero limitado de gerações celulares; ao final do

qual elas alcançam à senescência e morrem (FRESHNEYT., 12787). Às

colulas normais, geralmente; não dão orioacwm à linhagens celulares

contínuas. Fibroblastos humanos permanecem cuplóides até o limite de

sua vida Ee; «o entrarem na face de deaeneraçãos que ocorre

aeralmento ao redor da G294» geraçãos param de see dividirr

permanecendo vivos por até dezoito meses. Entretantos fibroblastos

de camundongos e células de uma variedade de tumores humanos E

animais frequentemente tornamesse aneuplóides em culturas E podem

oriacinar as linhaeens celularcs.

Os fibroblastos de morcesos estão. provavelmente; na

categoria de células que proliferam rapidamente Gduplicamese em

cerca de 18 « 18 horacs), alcançando à& senescência após cerca de 49

dias do início do crescimento,

O aparecimento. nas culturas de morcegoss inicialmente de

células epitetiais & posteriormente de células fibroblastóides. é o

esperados devido & técnica de dessoreoação empreasadas que seleciona
as células com capacidade de migrar do explante. D não aparecimento

de fibroblastos em «aloumas dae amostras scmeadas pode ser explicado

pOr que eles não conseguiram migrar. ou porque não havia tal tipo

celular no explantre.

EB. Congelamento Celular

Os repiíiques periódicos dae culturas de células de orisem

animal podem ser espaçados pela estocagem das suspensies celulares

em baixas tempeeraturas. sem que haja alterações marcantes nas suas

propriedades. bo entanto. o abaixamento da temperatura ocasiona uma

série de fenômernoss conforme descrito na Introdução; que podem

CAaAusEar sérios danos às células; afetando sua sobrevivêncios
posterior. Os mecanismos pelos quais às alterações afetam &
sobrevivência das células não são claros, porém o alvo ou sitio

primário da injúria do conselamento parcce ser a membrana plasmática
(MIODGANH et al.s 1755), sendo também afetadas (organelas (como às
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mitocôndrias (SHERMAMN, 1970; TSONVETKOVN et al... 1784). 05 lisossomos

(RDI & LENNY, iFO00) ou outras (VDLIMR et al... 197/72).

É a concentração dos eletrólitos. mais do que à presença

fisica dos cristais de aelo; que causa graves injurias às células. O

uso de um agente crioprotetora cujo princípio é ligar­se à uma certa
Nmuantidade de áoua impedindo­a de cristalizar­eec às temperaturas

abaixo de zero, faz com que à concentração de sletrólitos:

reduzas deixando de ser letal às células (HAZUR,. 17/70: HCGANN

alas 1775, 19778), DO agente crionpreservaltivo à ser usado depende do

tipo celular; e à condição primária para a seleção de um compocto

crioprotetor deve ser à baixa toxicidade nas concentraçãe

necessárias para modificar coliastivamente a composição da soluç

às temperaturas abaixo de zero (MeGANN & WALTERSON. 19587).

Embora o uMSO (dimetil sulfóxido) EsEJa um dos
arioprotetores qmais cfetivos., ele apresenta uma certa toxmicídade.

evidenciada em pacientes que receberam leucócitos preservados para

transfusão. que foram congelados em presença desse composto (ROWE &

LENNY: 17624 para referências). O nlicerol é outro assente quimico que
tem se mostrado util no congelamento de vários tipos celulares.

inclusive leucócitos, plaquetas e oranulócitoss e tem à vantaoem de

não cser tóxico (MAZUR, 19745 ROWI & LINNY, 178843), Por deso., foi

escolhido neste cestudo como csorvente criopreservativo E foi

introduzido nã concentração de 104 no meio de cultura usado para

congelamento.

À cricpreservação depende da velocidade de conselamento,

Dos cnssios realizados com às amostras congeladas no  descongeladas

para análise posterior. pôde­se observar que as células responderam

melhor aos procedimentos ue envolveramai à) 0 resfriamento da

suspensão celular x ­2e7C scauido do conoelamento em nitrogênio

líquido & 149890 e b) O resfriamento da suspensão à «2690, cseosuido

do congelamento em nitrogênio liquido à 1899 e 17090. Ambos os

testes resultaram na viabilidade: após descongelamento, de 11% à Vo%x

das células.

DO congelamento lento ou gradual de ­t900 por minuto é

considerado mais adequado pára 058 diferentes tipos celulares (FAZUKR,.

1970: LITRO & MAZUR, 127741 HARGIS & GRIFEITHOS, 21777), mas para sus

EXCCUÇÃO necessita­se de cquipamentos dos quais o laboratório não
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dispõe, Fortanto., de acordo com às qmodalidades de congelamento
aplicadas (moderado e rápido), esperava­se aque houvesse à formação
de pequenos cristais intracelulares. que teoricamente tiveram seu

número reduzido pela introdução do alicerols ao meio utilizado para
3 congelamento,

Outro importante fator na criopreservação é à concentração

do agente protetor. O ueo de concentrações baixas de glicerol

(6,4H ou 104) exige uma velocidade de congelamento rápidas enquanto

que em concentrações mais altas C1.40UM ou 12­26G%X) à velocidade de

concielamento deve ser menor (MAZUR, 1976: NÁAYIAN et al.z 1974:

DAYIAW & ROWEK, íf974: ROWE O & LENNY, 419 « Noz ensaíos de

congelamento com velocidade moderadas & taxa de viabilidade das

célulaz., entre 33 é SEX, não foi excelente. nas às culturas puderam
desenvolver­se à& contentos portanto à concentração utilizada de

Glicerol (10%) pode ser considerada adequada. Contudo. noz caensaios

com conaelamento rápidos à viabilidade cclular arós desceonaelamento

ficou em torno de ieX. significando provavelmente que Fossem

requeridas concentrações mais baixas de olicerol.

À velocidade de descongelamento é. também. um fator muito

importante a ser considerado. Embora neste estudo o descenoclamento

tenha sido feito rapidamente a 2790; não se pode descartar &
ocorrência de perda nessa stapa., pela formação dos grandes cristais
que podem causar danos às células. afetando é viabilidade celular. A

[is]morte celular. ocorrida nos ensaios SD. DO e 9, pode ser devida tanto

& problemas durante alaumsa etapa do processo de coneselamento como no

de descongelamento.

Um outro fator de orande importância na criopreservação é

temperatura de estocagem, pois ela influencia o tempo em que

céluia pode permanecer viável. O período de sobrevivência estimado

para células estocadas em nitrogênio liquido à 19400, ou em outro

gás com temperaturas em torno de “152800, é de vários anos. porém
decai & medida que & temperatura de conoelamento aumenta. Oe às

celulas forem congeladas em temperaturas mais elevadas, entre 45

­7O0C,., & sobrevivência é em torno de seis meses (EIRI & FORRESTER,

ívf8ir. Entretanto, FRESHNEY (17907) ressalta que o estoque de

culturas congeladas deve ser substituído em intervalos de tempo

TYegulares. Como 3 cada 3 meses. 3 Pim de preservar as propriedades
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das linhagensz celulares,

Nos ensaios ora realizados, o tempo máximo de cstocagnem

foi de 77 dias 2» justamente nos testes que utilizaram tal período (0

e 9), ae células cotavam mortas apos o desconaelamento. Fntretanto;

esses (casos. à morte das células pode ter sido consequência de

rroblemas nos processos de conselamento ou desconaelamentos e não do

tempo de estocagem UMA vez que 05 ensaios 4 e 7/7. nos quais as

células foram cetocadase por 46 dias, apresentaram viabilidade

semelhante às dos ensaios 12 midis nos quais as células foram
estocadas por 12 e 3 dias; respectivamente,

Az observações referentes 3 densidade celular na semeadura

da cultura mostraram que determinadas densidades podem recompôr às

culturas de células mais rapidamente. Segundo FRESGHNEY (17587) a

concentração adequada de células para iniciar uma cultura está entre
Dá ur

s ;10º x 107 células/mla mas pode variar de acordo com o tipo celular.

Culturas de células que proliferam rapidamente. com ciclos de
uldivisão cel de 4P à 18 horas. devem ser iniciadas com

concentração em torno de 2 x 107 células/ml. enquanto que culturas
de células que proliferam lentamente; com ciclos entre 84 à 453

horas. devem ser iniciadas com concentração em torno de 5 x te
células/mnl. Em culturas primárias, à serem iniciadas com células

obtidas da desagregação tecidual. à concentração deve variar de
1607 a é x 197 células por cmo de área disponível para crescimento; o
que corresponderia = valores entre PUT Ox 10t e 4.5 x 16
células/frasco de cultura com 25cmPo e é equivalente à 5 ox 147 à

x 109 células/ml; se à suspensão celular estiver contida em & ml
meio de cultivo.

|

Neste estudo, aloumas das culturas foram semeadas em

concentrações inferiores à: recomendadas (3 x 122 e 4 x 103
céiulas/ml, ensaios 4; 0; 2 e 4); O que deve justificar o tempo

prolongado que foi necessário para que as células proliferassem,. e

que uma confluência maxima de 76X (P/3 da superficie de crescimento)

somente fosse alcançada após 329 dias de observação. Messes casos. e

provavelmente pelo número insuficiente de células presentes nã

Suspensão, a taxa de nroliferaçõão das células não conseguiu superar

à taxa de envelhecimento e morte celular.s ou às colulas atinoiram &

faze estacionária antes da confluência. às culturas semeadas com
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Variabilidade Cromossômica nos KHolossideos e Significado
Evolutivo

Os estudos evolutivos na ordem Chireptera têm utilizado

comparações (anatômicas e citogenóticas inter e intra“especificass.

entre outras. para tentar definir os relacionamentos filooenéticos

ma. asusima esclarecer à evolução da ordema à citogenóstica., como

instrumento auxiliar no esclarecimento da história filocoenóética da

ordem EChiroptera.s tem procurado identificar o relacionamento das

espécies dentro das familias e entre familias diferentes. através da

caracterização cariotiíipica e de análises comparativas que podem

indicar o arau de parentesco entre elas, ou eeja; à natureza & &

intensidade do relacionamento cromossómicos.

Cmbora aleumas cespéciecs de molossideos estejam entre os

MOTCESOS Mais COMUNTSA COMO é O caso de Holossus ater e M. molossuss.

muitos fana são pobremente repreesentados nas coleções, dada >

dificuldade em sc coletar ceses animais pelas suas caracteristicas

de comportamento e hábitos. Portanto, o estudo tem sido dificultado

E às interrretações das relações filoocneéticas na familia ainda são

baseadas em dados insuficientes. Apesar da amostra estudada no

presente trabalho ter incluído representantes de «penas alqumas

PEspécies, ela fornece subsidios comp Lementares para as
interpretações filogenóéticas da familia HMolossidac.

DD cariótipo do espécime analisado de Eumops auripendulus

CENTAD e NESSE) 2 semelhante ao descrito por TOLEDND (1973) 2 WARNER

et al. (1974), Contudos «penas TOLKEXO (14970) refere à existência de

atólites em um dos parcs cromossõômicoss 0 qual ele desionou de par

. e cambos descreveram 03 cromossomos sexuais como sendo

cromossomo X um metacêntrico médio e o Y um acrocêntrico pequenos &

semelhança do observado neste estudo. DU cariótipo dessa espécie

assemelha­se meorfoloaicemente mais ao de E. o9laucinus (Cn=s49 e

HESS42 WARNER et alas 1774: HODRIELLE et als 1700; presente

trabalho). que ao de E. perotis (2ns48 e NESSAÇ,  TOLERO. 1773:
NESSA, WARNER et al. 17745 NiCsGG, WAINHEROG et al., 19747 presente

trabalho) = E. underwoodi (Cens490 2 NESSS, WARNER et al... 1974).

O cariótipo de Eumops glaucinus or3 analisado é semelhante

ao previamente descrito por WARNER et al. (1774) 2 por MORTIELIE et
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(L9DD). À forma típica de E. glaucinus está distribuída do

Mexico até o Peru, Bolívia. Faraguais sudeste do Erasil.a Jamaica e

Cuba (FEGER, 14977), Três cariótipos diferentes foram resistrados para

sssa espécie. por WARNER et al. (1974), Ceopécimes de Colômbia têm

ensag e NIMSA 2 os autossomsya foram descritos como um grande par de

submetacêntricoss uma série de onze pares de submetacêntricos

decrescentes em tamanhos. um par de pequenos subtelocêntricos e

parce de «crocêntricos médios à pequenos. O cromossomo

identificado como um metacêntrico grande e o Y como um acrocêntrico

pequeno, Os outros dois cariótipos dessa espécie têm OnTI8 e NESSA,

mas com variação geográfica envolvendo um par de tamanho médio que

parcce zer acrocêntrico em espécimes do HKHéxico; submetacêntrico em

espécimes da Costa fica e com ambas as formas em Honduras. WARNER et

al. (1774) sugeriram que 25 diferenças entre as formas de E.

g9laucinus com Qens42 e as com 2Pns30 resultaram de uma fusão cêntricas

E que a diferença entre as duas formas de cariotipo com Bus3E

resultou de inversão pericêntrica., DO cariótipo descrito neste

trabalho «ssemelha­se à forma Cns4do., com à diferença nã morfoloais

do cromossonm XX. que 05 autores haviam considerado metacêntrioo,. e

não submetacêntricos como foi verificado no presente trabalho.

Eumops perotis (2ns4o e NESSO) apresentou cariótipo usual

semelhante aos descritos na literaturas poróm esses apresentaram

variações no numero fundamental COnsAD e NESSA, TOLIZOO, 1770: NÉEGCSSO,

WARNER et al... 17/41 NFESSOD, WAINELKG et al.., 1774) é scmelhante «o

descrito para E. underwoodi (ens48 e NFESSS, WARNER et al... 17/4),., À

diferença no numero fundamental é devida ão número de cromossomos

classificados como aubtelocêntricos e acrocêntricos. WARNER et al.

(1974) ressaltaram 3 presença de um par de cromossomos acroecêntricos

com constrição secundária; O que foi também evidenciado nó presente

trabalho. TOLENO (41973) e WAINECRS et al. (1974) descreveram

cromossomo X como qmetacêntrico., sendo que 035 demais autores

referiram como um submetacêntrico médios, à semelhança do que foi

verificado no presente trabalho.

DO cariótipo encontrado em Molossops abrasus (rns34a, NÍCGSA)

assemelha­se morfoloaicamente ao descrito por WARNER et al. (1974),

porém difere quanto ao número fundamental. que ocoesses autores

referiram como 349: pois consideraram os dois menores parcse de
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BU tOSSOM: como acrocêntricos. e não subtelocêntricos., Álém dis

classificaram fa CYromossomo XxX como subtelocêntrico E
submetacêntricos conforme concluído no presente trabalho. Contudo,
destaca­se que tal conclusão foi bagscada em comparações com os

padróes de bandas O dos autossenomos e dos cromossomos X das outras
Eespócies estudadas, tendo em vista que foi analisado somente um

exemplar do sexo feminino dessa especie. Há. também. similaridade do

cariótipo usual de 4. abrasus com o de Molossops greenhalli (EnTDA e

HESA43, LINARES & KIBLISKY, 1949: WERNER et al... 1974:  GARUNER,

1977

O cariótipo usual de HMolossops temminckii apresentou

diferenças em relação &o descrito por GARNNER (4977), DO autor

atribuiu para à espécie Pas42 e NESSA4, enquanto que o observado no

presente trabalho foi Pn=4G e NISAS, com arande semelhança com

cariótipo de E. perotis. Nyctinomops laticaudatus = das

MHolossus. DO cariótipo descrito por GARBMNEKR (14977) não

com qualquer desses e sequer com os carióotirpos de seus consêénercs 6.

abrasus e NM. greenhall1i. O cariótipo ilustrado e descrito pelo autor

compreende um rar de autossomos arandes. cinco pares de

metacêntricos Ou submetacêntricos Médios, dois pares de

subteleocêntricos pequenos e doze pares de acrocêntricos médios

pequenos. DO cromossomo X é classificado como subtelocêntrico médio =

o Y como acrocêntrico pequeno. À simples ocorrência de rearranjos do

tipo vrvrobertaoniano não seria suficiente para justificar Ea

diferença no número de cromossomos. Fortanto, ou ocorreram outros

rearranjos ou à identificação dos espécimes analisados por aquele

autor foi feita erroncamente,

As espécies Holossus ater e HM. molossus (Sn=s48 e NUTSÁ)

apresentam os cariótipos semelhantes entre si e semelhantes ace

descritos por GCAKER & LOFEZ (1770) para NH. molossus. TOLEOD (1773),

para H. ater. WARNER et al. (197974) 2 LOFES (i77D). para NH. ater

HH. molossus. Contudo, diferirvam de espécimes descritos na literatura

com GNESSS (WARNER et al.s oa, NESSES (RAMER & LOFEZ, 19076: 1 OPLCS,iTVS) e NEXO (CIOLENO, 1779), pois o número de cromossomos

classificados com subtelocêntricos various em cada um dos casce.

WARNER et al. (1774) e LOFES (147/60) referiram à presença de um par

de acrocêntricos com constrição secundária nas duas espécies e todos
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DOS Autores. com exceção de TOLENRO (1973), descreveram o cromossomo x

como —submetacêntrico médio. Todavia. em relação «o cromossomo Y não

houve concordância: em M. molossusa no Y foi considerado acrocêntvrico

por EAKEIRO & LOPEZ (i970), VÁRNER et al. (1974) 2 LDOFIO (1778).

subtelocêntrico no presente estudo: em 4. ater o Y foi classificado

como acrocêntrico por LOFES (19753) = subtelocêntrico por WARNER et

al. (1974) e neste estudo.

a espécie Nyctinomops laticaudatuse (OrnmAGB e NESSA),

incluída ne snénero Tadarida «té à publicação de FRECEMAN (1784),

apresenta cariótipo semelhante ao descrito por WARNER et al. (14774),

diferindo apense no número fundamental. que os autores relataram

como ESE8&;. com diferença no número de cromossomos subtelocêntricos

obeervados. Hi grande similaridade morfológica com os cariótipos de

Molossus ater = HM. molossus, porém em N. laticaudatus não se

ckservou constrição secundária em qualquer par cromossômico, além de
quUE DO Cromossom Y é acrocêntrico e menor que o Y subtelocêntrico de

MHMolossus,

Os dados citoacnéticos já publicados para àae espécies de
molossídeos. resumidos nº Tabela 14, mostram que o número diplóide
na familia varia de 34 à 48 é o número fundamental de 54 à 64, Em

vinte e três das vinte e sete espécies analisadas. que representam

oito dos doze asêneros que constituem a familia, o numero diplóide é

Cem base nesses resultados. WARNER et al. (14974)?

posteriormente, BAKER et al. (17890) sugeriram que o número diplóide

2 O cariótipo primitivo de Molossidac era semelhante ao de Molossus.

Otomops: Flatymops = Tadarida. Como esse cariótipo é encontrado em

nêneros sue ocorrem tanto no Velho Hundo como no Novo fiundo

(Tadarida 2 Otomopst. pode­se supor que cle era característico de um

DPrYrogenitor comum.

le iodo gSeral; verifica­se que as diferenças detectadas
entre os repécimes ora analisados e o descritos nã literatura

referem­se ào número Tundamental, E podem ser cxplicadas por

variações no grau de condensação dos cromossomos analisados. Alguns

autores C(CIDLIENO, 1973: WARNER et al... 1774) até mesmo admitiram ques

EM preparações nas quais O0s cromossomos se apresentavam menos

contraiídos. cm alguns dos cromossomos considerados acrocêntricos

podia­se visualizar um braço curto pequeno. Faceado nesses dados e
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fabeia 14, Dados cariotiípicos

Eumops auripendulus

Eumops 9glaucinus

Eumops perotis

Eumops underwoodi

Holossops abrasus

Holossops greenhalli

Holossops temminckii

HMolossus ater

Holossus aztecus

Holossus rufus

Holossus molossus

Molossus pygmaceus

Holossus

. .

de espécies 2 molossideos,.

NARHEOR et al. (1974)
TOLEDO (1973)
Presente trabkalho

WARNER et al. (1974)

HORIELLOC et al. (1iV89)LE
Fresente Frabalho

TAKER (1970)
WARNER et al. (1974)
TOLEDO (1573)
NAINBERG (1974)
Fresente trabalho

WAKNER et al. (1774)

WARNER et al. (1774)
Presente trabalho

LINARES & KIBLISKY (196479)
BAKER (19778)
WARNER et al. (1974)

”

GARDNER (4777)
Presente trabalho

WARNER et al. (1974)
LOPES C1978)
TOLEDO (1973)
Presente trabalho

WARNER et al. (1974)

WAINEBERG et al. (1774)

BAKER & LOFEZ (1979)
LOFES (1976)
WARNER et al. (1974)
Presente trabalho

NARNER et al. (1974)

WARNER et al. (1974)



Tabela 14 GCcont.?

Nyctinomops laticaudatus
(= Tadarida laticaudata)

Otomops martiensseni

Platimops setigio

Fromops centralis

Fromops davisoni

Fromops nasutus

Tadarida brasiliensis

Tadarida femorosacca

Tadarida macrotis

Tadarida aurispinosa
(= N. aurispinosus)

Tadarida kalinowskii

Tadarida condylura

Tadarida pumila

Referênc
a

Presente trabalko
UARNER et al. (1774)

WARNER et al. (1974)
DULIC & MUTEKE (1973)

VUARNER et al. (1974)

WARNER et al. (1774)

WARNER et al. (1774)

WB INBERG (1986)

PAINIER (19209)
FATTON & BAKER (1966)
KWIAZEFT et al. (19647)
WARNER et al. (1974)
BAKTR et al. (1900)

PATTDM & BAKER (19848)
WARNER et al. (1774)

FATTON & BAKER (1944)
BAKER (1970)
WARNER et al. (1974)

WARNER et al. (1974)

WARNER et al. (1974)

NULIC & HUTERE (1773)

NULIC & HUTERE (1972)

Tadarida plicata 48 S : HARKANA et al. (1500)

MIL MIDI DTOO NEL] DE 1 10 [et tam mo mm Do 99 cmo 2mt Pma tos dm Ens mm sem dam nas ami Jo, for nm to: ent Amo mim me som 2a 2a: mg Ema do
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no fato de que o5 resultados do presente trabalho foram obtidos. em

sua arande maiorias à partir de metáfascs de culturas de

fibroblastos. nas quais os cromossomos estão mais descondensadosa

Sugere­se que o número fundamental para os cariótipos considerados

hamais primitivos (Ens4o) seja 44 e não E Dé ou DO.

EAs hkomoloaias reconhecidas nos estudos comparativos ora

realizados. que foram resumidas na Tabela 9 e ilustradas nas Figuras

Di, 0E ed 3 permitem alaumas conclusões intercesantes., Entre &s

sete cspécies de Molossidas estudadas, e com base na similaridade
dos padróes de bandas GG. foi possível identificar três classes: (1)

constituída pelas espécies Molossus aters 6. molossus 2 Nuctinomops

laticaudatus: (ID) constituída pelas espécies E. perotis é HMolossops

temminckii e (II) constituída polas espécies E. glaucinus =

Molossops abrasus.

As cpécies da clagsc 1 têm 2nr48 e NESGA, Cntre elas há

similaridade na morfologia dos cromossomss e homologia praticamente

completa nos padrbes de bandas GO. As unicas exceções são o par 1 de
N. laticaudatus que se diferencia de HH. ater por uma inversão
pericêntrica e o Y. que é muito pequeno 2 não pode ser comparado.
Todos oe outros parce parecem possuir homolosia completa. no nível

de resolução analisado.

A distribuição da heterocromatina constitutiva apresenta

variações muito pequenas nas três espécies agrupadas nessa classe.

autossomos & O cromossomo X apresentam apenas lheterocromatina

centromérica., = o braço longo do cromossomo Y é heterocromático em

Holossus; mas não em N. laticaudatus. As RONS localizam­sc na

constrição secundária do par 5 em Hd. ater e 4. molossus;s e em KN.

laticaudatus aparccem no braço curto desse mesmo cromossomo,

provavelmente devido à ocorrência da inversão pericêntrica.
As espécies da classe II possweam ens4o, sendo NE=38 sm EC.

perotis e NíisSA em NM. temminckii.s O cariótipo de CC. perotis é muito
semelhante morfologicamente ao de Hd. ater e apresentas também,

extensa homologia de bandas . As unicas exceções são os pares O. tê,

4734 8DD E Y. nue são subtelocêntricos em M. ater e aparece como

acrocêntricos em E. perotis. pois não apresentam 03 pequenos bragçãõ:

eucromáticos: &E& O cromossemo 14, que em (4. ater é acrocêntrico e em
E. perotis é subtelocêntrico A ausência dos pequenos hraçõs
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eucromáatbticos ceorrida nos cromossomos OD. ié. 17 2 PDA de E. perotis é

responsável pela diferença no seu numero fundamental. D cariótipo de

H. temminckii, também apresenta senelhança morfológica com o de KH.

ater, porém as homoloaias detectadas entre cles aparecem em menor

araus lavendo homolosias de alauns cromossomos inteiros. mas

diversos cromossomos sobre os quais nada se pôde concluir.

lieterocromatina constitutiva apresenta pouca variação

classe. Ds autossomos = o cromossomo X de E.

perotis possuem apenas heterocromatina centromérica e em Hi.

temminckii sela distribuioc­se pelos centrômeros dos autossomos e na

renião telomérica do braço curto de um par de cromossomos,

provavelmente o par 168. As RONES aparecem em E. perotis em apenas um

par de cromossonmes. 0 par 4.º que é homólogo ao 5 de NH. ater. 2 em 6.

temminckii aparecem em três pares de cromossomos. 03 4. 5 e O, sendo

ue opar E é homóloao ào cromossomo E de 6. ater. porém apresenta»

se invertido pericentricamente,. à semelhança do cromossomo 5 de N.

laticaudatus.

O heteromoórfismo em relação ao tamanho da constrição

secundária observado entre o5 homólogos do par cromossôómico SS. nas

duas espécies de Molossus e em E. perotis. deve eer consequência da

natureza E da ativídade das KRON=E, Essa diferença pode cetar

correlacionada com à quantidade de cistrons ribossômicos C(MILLEI et

al..sií9/74a e bit HIKOLBAAR et al... 17777 WAREBURTOM & HENDERSON, 12979)

OU com à atividade diferencial desses cistrons entre os homólogos.

Uma vEzZ quc já se tem estafticlecido que à atividade de cada uma das

RDNS é caracteristica 2 herdada como propriedade de um cromossomo

particular (HENDERSON & ERUCRE, 19900: FERRAKRO et al.sií70is ZAKHAROV

et al.. 1i75i:z WELTENS et al... 1955. entre outros). Heteromor Cismo no

tamanho das ROWS já foi também observado em outras ecespóécies de

morcegos CMORIELLE & VARELLA­=GARNEITA,. 1788).

Na classe I1T; que ese constitui por HM. abrasus; com cns24

2 NESSA, 2 por CC. glaucinus., com Pns42 e MISSA, observa­se que hã
hoemoloaia nos padrões de bandas O com os cromossomos de M. ater,

Apesar da pouca similaridade morfológica. Em M. abrasusa com exceção
do cromossomo 5. para oO qual não foi encontrada homotogia.s todos os

braços cromossômicos apresentam liomologias com 05 cromossomos de HH.

ater 2. com exceção do par 7. todos o5 outros cromossomos de Ms. ater
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podem ser identificados no cariótipo de 4. abrasus. Kmumbora as duas

espécies possuam numero fundamental idêntico. obsPrvyva­se. no

cariótipo de HM. abrasus; combinações de braços cromossôómicos de

H. ater resultantes de translocações robertsonianas (fustGes OU

fissões) & inversões pericêntricas que determinaram a diferença no

número diplóide., Em CC. glaucinuss as homologias reduzemese à apenas

alguns braços gcromossômicos 2 à poucos cromossomos completos.

A heterocromatina constitutiva apresenta arande variação

nessa classe. Em 4. abrasus., ela aparece nas regiões centroméricas e

na renião telomérica do braço curto do par 154; variando Pouco em

relação à HM. atera enquanto que em E. g9laucinus à heterocromatina

Aparece em regifes pericentroméricas e ocupa braços croóomossômicos

inteiros. As RONS em HH. abrasus aparecem nas regiões terminais de

cinco pares de cromossomos. os 34, 48, 14, 18 & 164, homólcoaos

vespactivaments aos parses E invertido, 19, 131 202 2 DR de MM. ater,.

espécie na qual apenas Oo par 5 é o portador das KONS. Em E.

g9laucinus clas aparecem em quatro pares. Ds 74. Dá 2 oe 17, sendo que

somente 7p possui fliomolosia no cariótipo de M. ater.
À possibilidade de ES Agrupar as ate espécies

pertencentes a quatro abneros Ch APCECNas três classes, com hase nos

padrões cromossômicos, mostra que &— Ffanília Molossidas

caracteriza, de modo seral; por não apresentar arandes variações, nO

contrário do observado para outras familias da ordem Chiroptera,

Essa estabilidade nos cariótiposa exemplificada reilo

conservacionismo entre cspécies de gêneros diferentess como o

observado entre NH. ater: 1. molossus, E. perotis e N. laticaudatus.

É significativas porque os molossiídeos do Velho e do Novo Mundo

separaramese há muito tempos provavelmente no indício do HMioceno

(KOOMRHAN, 1979).

for cutro lado, evidencia­se à ocorrência de diferenças

acentuadas entre espécies de mesmo gêneros como acontece em

HMolossops e Eumops. Variação intranenérica no número diplóide já

havia sido deecrita em Eumops por WARNEK et al. (1974) e EM

HMolossops por WARNER et al. (17/4) e GCARUNER (1977); scrdo que em

E. glaucinus foi encontrada variação intra­especeifica no numero

diplóide. sem variação no número fundamental, com ocorrência também

de formas heterozigotas., Euases autores não foram capazes de
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determinar EE o fenômeno envolvia à ocorrência de VIAÇÃOS

cCromossoómicas OW SE à variação cariotipica observada era um
polimorfismo amplamente distribuídos como o encontrado no gênero

Himon da família Fhullostomidac C(BAKLK et al... 19/70). No entanto,
levantaram & hipótese de que à variaçãofTesse devida à rearranjos

robertsonianos é invyorsões pericêntricas que não puderam serconfirmados prelo desconhecimento dos padrões de tandamentos., Em
Molossops greenhallis GARGONER (1977) detectou variações entre

ropulações em relação à posição do centrômero e no comprimento

relativo de alguns cromossomos. porém à origem da variação também

não pôde ser determinada.

O que se observou; no presente trabalhos, é que à variação

cromossómica detectada nos gêneros Molossops 2» Eumops deveu­sse.

principalmente à vrearranjosrobertsonianos. no primeiro gêneros e

possivelmente & inversões, translocações e variações nã quantidade
de heterocromatina constitutiva, no segundo. Não há dúvidas de que

KONE também estiveram envolvidas na origem da variação; uma vez

que clas podem, por sua gqnatureaza = comportamento. participar

ativamente dos mecanismos de nudanças cromossômicas.

Esses cvesultados amostram que à variação que tem sido

observada nas caracteristicas cranianas e externas. em alguns dos

taxa de molossídeos analisados (EGER, 977: CREEMAN, ÍíPDiD., tem sido

acompanhada por rearranjos cromossômicos,. mas isso não ocorre na
familia como um todo.

PFREFHAN (1901), em um estudo mômultivariado realizado com 76

espécies da familia Molossidacs, apresentou resultados interessantes:

de relacionamentos fenéticos e Tilooenéticos para à familia,

verificando. também. variação intragenêrica. Sua análise distinguiu,

alem de aAarupamentos mor fométricos distintos. ITaus de
relacionamento entre os grupos, os quais foram usados na formulação

de propostas de relacionamentos filooenóticos. Merccem destaque

esse ccstudo dois grupos: um extremamente coeso. sem grandes

variações. constituído pelas espécies de Molossus;, Ee outro com
variação intragenérica máxima. constituído pelas espécies de Eumops.

resultados dos estudos citogenóticos concordam com 2

caracteristicas observadas por FREEMAN (19614). Em relação ao oênero

Eumops a autora fez. ainda. uma interessante observação. Ápesar dele
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estar qmais relacionado fensticamente ao gênero Nyuctinomops,.
espécie E. auripendulus está mais próxima de Molossus bondae = KH.

sinaloae. do que até mesmo de sua congênere E. glaucinus. Contudo,

ela postulou que 0 gênero Eumops fosse monofilêético e que às

similaridades fenóéticas entre E. auripendulus : Molossus tenham

resultado da convergência de caracteres. Morfologicamentes. 03

Cromos somos de E. auripendulus assemelham:se mais aos de E.
glaucinus do aque aos de MN. sinaloas (VNARNER et al.;s 1774) Ee &&

moncefilia do aéncro EéE reforçada relos dados cromossômicos do

presenta trabalhos jpois ambas as espécies de ECumops analisadas

apresentaram caracteres considerados primitivos, indicando uma

crigcm comu.

O conscrvacionismo inter­maenérico no número diplóide e

numero fundamental já havia sido referido em vávias espécie de

molossideos que tiveram seus cariótiros analisados. Entretanto; esse

conservacioniesmo restringia­se apenas aos aspectos morfológicos. uma

vez aque não havia análisc de padrões de bandas que permitissem

comparações. Dom base nos resultados do presente trabalho. pode­s:

concluir que as similaridades morfolósicas nos cariótiros de alcumas

espécies de gêneros diferentes parecem abranger semelhanças também

nos padroes de bandas.

WARNER et al. (1974) e FAKCR et al. (1797909) suaeeriram que

O cariótipo primitivo da familia teria Cns 46 e seria provavelmente

semelhante ào das espécies Molossus., Dtomops 2 Tadaridas, o que “o.
suportado pelos dados do presente trabalho. Além disso. o fato desse

cariótipo ser comum à várias espécies de gêneros diferentes; suscre

que ele tenha evoluído de um ancestral que possuia 05 vinte 2» três

rares de autossomos, provavelmente homólogos aos idcntificados em

Holossus = N. laticaudatus.

Se essas conclusões realmente corresponderem ao que teria

sido o cariótipo primitivo dos molossidens, então os gêneros Eumops

2» Molossops incluem espécies com cariótipo semelhante 30 ancestral

com cariótipos derivados. AÁscim sendo; à identificação de quais

são o4 caracteres possivelmente primitivos (nlesiomórficos) e

derivados (apomórtficos) é de nrande importância para o entendimento

dos eventos evolutivos.
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star mais relacionado feneticamente ao género Nyctinomops.s

espécies CL. auripendulus está mais próxima de Molossus bondae = KM.

sinaloae. do que até mesmo de sua congênere E. 9glaucinus. Contudos

la postulou que o gênero Eumops fosse monofilêético e “ue as

similaridades fenéticas <sntre CC. auripendulus = HMolossus tenham

resultado da convergência de caracteres. Mor fologicamentes,

CTreomossomos de E. auripendulus assemelham­se Mais aAGS dE
glaucinus do aquece aos de HM. sinaloae (WAKNECR et al... 1974)

monofilia do aêncero é reforçada pelos dados cromocssômicos do

presente trabalhos pois ambas as espécies de Eumops analizsadas

Apresentaram caracteres considerados primitivos. indicando uma

oriaem comun.

O conservacionismo inter­eenérico no numero diplóide e

número fondamental já havia sido referido em várias espécies de

molossídeos que tiveram seus cariótiros analisados. Entretanto; esse
conservacionismo cestringia­se apenas aos aspectos morfológicos. Was

vez que não havia análise de padrécs de bandae que permitissem

comparações. [om base nos resultados do presente trabalho, pode­se

concluir que ae similaridades morfolóaicas nose cariótiros de «laoumas

aspécies de gênsros diferentes parecem abranger semelhanças: também

nos padrtcs de bandas.

VARNER et al. (i974) e EAKER et al. (17689) suacrivam que

O cariótipo primitivo da familia teria ns 48 e seria provavelmente

semelhante à das espécies Molossus., Otomops = Tadaridas 9 que

suportado pelos dados do presente trabalho. Além disso. no fato desse
cariótipo ser comum & várias espécies de oêneros diferentes. sugere
que ele tenha svoluído de um ancestral que possuia 05 vinte e
pares de (a«utossomos. provavelmente homólogos aos identificados
Holossus e N. laticaudatus.

Se essas conclusões realmente corresponderem «o aque teria

sido o cariótipo primitivo dos molossídens, então 05 gêneros Eumops

2 Molossops incluem espécies com cariótipo semelhante ao ancestral e

Um cariótipos derivados. Assim sendo. a identificação de quais
são o caracteres possivelmente primitivos (plesiomórficos?

derivados Carpomórficos) é de arande importáncia para o entendimento
dos eventos evolutivos.
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As três classes inicialmente identificadas. com base na

similaridade dos padres cromossómicos., não são adequadas para
esclarecer os verdadeiros relacionamentos cariotipicos entra as sete

Espécies estudadas. Flae simplesmente destacam. de certa forme; O
conservacionism cariotipico da família. For isso PYOoCurou­sse

aorupar as csopécies de acordo com & análise dos caracterecs

EUupostamente primitivos fx aponmiríicos,., o CL permitiu e)
diferenciação de outras três classes, À primeira é constituída pelas

cies que têm matas características primitivas. que são 64. ater

molossus. À seguada é composta pelas espécies 4. abrasus. H.
temminckii 2 N. laticaudatus aque apresentam além de características

primitivas. diversas apomortfias. Uma das apomeórtfias.s ou seja; &

inversão do cromossom 8 é compartilhada Csinapomortfia) pelas três

srpécies, Os demais caracteres derivados observados em 4. abrasus e

HM. temminckii parecem ser devidos à eventos independentes 2 unicos

para cada uma das espécies, originando suas autapomorfias, aue

alcançaram maior número em MM. abrasus. à terceira classe engloba as
espécies para as quais além das caracteristicas primitivas. algumas
autapomortfias foram identificadas: OU seia: E. osolaucinus e E.

perotis. As autapomofias dessa classe também originaramese de
eventos únicos e independentes. em cada uma das espécics.

Considerado 03 gêneros analisados = o catado dos

caracteres (primitivos ou derivados) chcoaa­se à formulação do

Esquema apresentado nã Figura 25. onde podem ser visualizadas as

três classes identificadas.

Embora o cariótipo de HM. ater tenha sido o escolhido para

representar aquele provavelmente mais próximo &o primitivo, há

indicações de que o cariótipo de N. laticaudatus também poderia

indicado como semelhante ano mais primitivo. Um dos reforços à Css

Proposição é o fato de oue;, nã proposta filoaenóética de FREEMAN

(155954) já mencionada anteriormente, Molossus é gênero que apresenta
3 maior quantidade de traços derivados. seguido em ordem decrescente

Por Eumops; Nuctinomops e Molossops. Além disso, Nyctinomops

relacionase feneticamente mais com aés espécies do Velho Hundo. como
as do género Tadaridas por isso o cariótipo de Nyctinomops

laticaudatus possívelmente se sassemelharia mais aO da condição

primitiva, Em rolação à morfoloaisa cromossômica: N. laticaudatus
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assemelha —s mais 3 Tadarida do que à Molossus. As descrições
carióticos de algumas cecspécies do gênero Tadarida não referem
presença de uma constrição secundária em um par de acrocêntricos

s GC(OULIC & HUTERE, 19730: WERNER et al... 179/47: HARANA et al...

como o observado nas descrições do cariótipo de Otomope. ui

outro gênero do Velho Mundo COMLTC & MUTERE,., 17753: WARNER et al.
1974). Tal par cromossómico., possivelmente. equivale so cromossomo E

do cariútipo de N. laticaudatus e Holossus. indicando que &eC
Tadarida for mais primitivo ouc Otomops, à condição encontrada

N. laticaudatus é mais primitiva, Com base nessa hipótegces;
interpretação rerresentativa da sequência dos eventos cromossômicos

ocorridos que poderia ser feita está representada no csquema da
Fiaura Pó,

Entretanto: em «aualaquer dos casou, isto o UUECTr seja

Molossus ou Nyctinomops 5 mais primitivos, ae conclusdes à que se
chega podem ser resumidas como segue

a) Cromossómicamente;, Molossus está mais próximo à Nyctinomops
laticaudatus do que à E. perotis:

bh) Molossus assemelha­se cromessomicamente nais 2 E. perotis

que à E. olaucinus e E. auripendulusa e cegundo FREEMAN

(1901) cessa ultima ceopécie está mais próxima feneticamente

de alaumas espécies de Molossus do aque de seus cononênerces

c) Molossops ascenciha­se CcCromossomicamento mais
laticaudatus que «& Molossus.

ES

as1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 13 14 15 16 17 18



­— ên=4B (eventos não determinados) KM. temuinckil
| NF=s6d
l

———. Pen=áb ! N. Iaticaudatus

!|

| |. 2n=34 (fusões; inversões) K. abrasus
Í NF=64
|

!

| Holossus

———. Pn= 48 (deleções e braços adicionais não identificados) E. ferotis
U

!
! NF=58
!

!

|. ens4ô (fusões e rearranjos não identificados) E. glaucínus
NE =64

Esquema representativo das MULANÇAS cromossômicas

propostas na evolução cariotiíipica dos faxa estudados.

ascumiíindo aque à condição primitiva é semelhante «o

cariótipo de M. ater.
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Finura

— ên=48 (deficiências) E. perotis

en=48 (inversão do 5)
HF=64

Holossus

Iaticaudatus

Dé "

en=48 (eventos únicos) temainckil
NF =64

ên=34 (eventos únicos) abrasus
NF =64

n=40 (eventos únicos) glaucínus
NF=64

Esquema representativo das mudanças cromossômicas

propostas nã evolução cariotípica dos faxa cstudados,
assumindo que à condição primitiva é semelhante &ào

cariótipo de N. laticaudatus.
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C. Fragilidade cromossômica

Desde sua descoberta por Delklabar em 1765, inumeros sítios

frágeis tem sido descritos. não só para o cariótipo humanos mas
também para uma varicdade de outras espécies, desde primatas &
pequenos roedores. à semelhança dos sitios frágeis humanos. os
encontrados nas diferentes espécies foram induzidos pelos mesmos

compostos quimicos que induzem 3 expressão de sitios frágeis com1ti

células humanas: O gue permite que eles sejam abordados com os
Menos critérios de cisassificação dos sitios frágeis humanos,

No presente trabalho. os resultados das análises das

células tanto nos exemplares das espécies de Molossus; quanto no
cuempilar de CC. glaucinus,. não permitiram o reconhecimento de sitios

frágeis sensiveis à BrdU, fis reaiões observadas com qucbras e falhas
em pelo menos duas celulas. nãs culturas controles ou tratadas (ip
mediano, 19º distal e Oq mediano em 6. molossus., e iq mediano e da

Proxima ET MN. ater) não preencheram os critérios para fo»)

reconhecimento de uma determinada reaião como sitio frágil que

haviam cido assumidos no intcio do trabalho. ou seja. Dceorrência

de duas ou mais aberrações em uma mesma renião cromossêmica em pelos
Menos (dois snimais de uma espécie ou à observação da alteração em

liomozsigose, Nas células tratadas, isto pode ter ocorrido em
consequência do tempo de tratamento (04 horas). que pode ter sido
muito prolongados se consideradas as conclusões de SUTHERLAND et al.

CiPDA) de que à expressão máxima de sitios frágeis comuns sensivnu dependentes da S­BrdU; em linfócitos humanos. é alcançada ans 44
a io horas do tratamento,

Em celulas liumaras:s são necessários tratamentos
prolongados (908 à P4 horas) para 2 expressão de sítios frágeis

raros. ds regiões acima referidas poderiam ser sitios fráoecies raros.
poilz expressarameess em baixas frequências e não foram observados em

homosinose, que são características que definem um sitio frágil raro

CERRIER et ali PO5:o SUTHERLANO & MATIEI,R 1757: SUTHERLAND &
LE DRETTER, 1955).

Gitios fráocie seneíveis & ErdU já foram obscrvados em

DUtras espécies animais. SCHMCIDER et al. (19580) verificaram que ui
CY OU So submetacêntrico do camundongo Feromyscus eremicus
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apresentava uma regido de fragilidade. observada após tratamento com

ErdU. Uva mesma forma, LIN et al. (i784) verificaram que células de

hamster chinês. quando tratadas com ErdU por­sum ou dois ciclos

celulares, apresentavam uma alta frequência de alterações. cerca de

OX delas localizadas em um sítio específico (1499882) e observadas em

algumas celulas cm ambos os homólosos. Nos dois exemplos citados

Evidenciaram­se sitios frágeis comuns em autocsomos;s mas E

crição de sitio frágil sensível à GrdU também em cromossomos X.
como é o caso da rena Rangifer tarandus C(GRIFENHERO et al... i97i),

Embora esses sitios tenham sido classificados como comuntss:s
eles foram induzidos por Evrdl após tratamentos curtos (5 à 7 horas?

e lonaos (2ó tkoras)s: O que indica que tratamentos longos também

podem dinduzir à expressão de sitios frágeis comuns. 20 menos em
células de algumas espécies animais

DO mecanismo pelo qual à Erdl induz à expressão de sítios

frágcis cromossõmicos não está ainda bem esclarecido. Alguns estudos

sobre à cronologia de incorporação desse agente nas células indicam

iue seu efeito é exercido durante os estágios finais da síntese de

DNA, E envolve tanto às regiõdes onde se localizam sitios frágeisnos

como às rcoibes que duplicam seu ONA durante os estágios finais da

faze 8 CHUTHERLAND et al... 179584, 1795), H$ hipóteses de que o sitio
do UNA Emçã

consequência da própria estrutura na regido. ou de uma atividade

fragil seja resultado de um *atraso na duplica

transcricional que retarda à& condensação nã mitose (le CEAU, 199865;

SUTHERLANDA iíi733: MORRI 4791

Em relação ao tipo das alterações observadas nas células

tratadas com SI­Brdl. no presente trabalhos notou­se que 3 maioria

deias (edltio­cespecíificas ou aleatórias) foram falhas do tipo
cromatiídicas. Keses achados concordam com às observações de LIH et
al. (1984) em células de hamster e com outros dados da literaturas
que também indicaram que, quando 0 aaente indutor é & UrdU,s us
aberrações observadas são primariamente do tipo cromatídicas

(MORRIO, 19774, para referências).

Dos resultados obtidos nas análiscs cromossômicas: após

tratamento com a afidicolinaa foi possível reconhecer duas regioes:

de franilidade comune às duas espécies de Molossus (iq mediano Eb

No mediano). uma Ciq proximal). detectada somente em M. ater 2 uma

ES

as1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 13 14 15 16 17 18



115

(ip mediano) detectada somente sm Hd. molossus. À frequência de

expressão das regides iq mediano e Oq mediano nas células controle

de dois cspécimes de HM. molossuse; associada ao fato de “ue uma

delas; OU sejas & 8a mediano, também foi obscrvada com alta

frequência em células controle de um indivíduo dessa mesma espécie

no tratamento com ErdU, permitiu & classificação deseas reaibes cemo
DU vregiões frágeis (hot spots) comuns espontâneas. que têm

frequência de expressão aumentada após indução por AFC.

aualta­se., tambéúms que 253 regiões tp mediano & iq medianos foram

as qUeE apresentaram alterações nas celulas controles &

com a S­Erdil. Embora naqueles casos elas não tenham podido

assificadas como eitios frágeis, oe resultados obtidos com AFC

reforçam à hipótese de que tais regiões sejam realmente sitios

cromossómicos fraágciec.

A afidicolina foi testada em culturas de células de

noutros animais. e O que se verificou foi que os sitios frágeis por

eia induzidos acralmente coincidiam com os induzidos
antagonistas do metabolismo do folato. como o metotrexato,., e que

EXPTressavam de forma semelhante ao chservado em células humanas.

mesma forma que para à ErdU,. já foram encontrados sítios frágeis

sensíveis à APC em autossoómos e cromocsomos x (UJALALI et al.. 1787:

ROBINSON & ELOER. 1737: WIKRSTER­HILL et al. ívos:s ELOCRKR & ROBITMSON,
MEALIISTER & GREENGAUM. 17715 POLLSEN & RONNI, 1771: STONE et

al.s TT RIDOS & CHRISMAN, 1974). Em todos ns CASOS

provavelmente, tratavam­se de sitios frágeis comuns. pois a

afidicolina é considerada indutora somente desse tipo de sitio

frágil C(OCUTHERLAND íi778: HECHT et al... 1í97976),.

fm relação ao tipo das alterações encontradas nas células

Eratadasz com AFC. notou­sse que 03 eventos mais comuns foram as

falhas cromossômicas. Os estudos sobre sítios fráocis induzidos por

AFC em animais não destacaram o tipo das alterações observadas.

FEntretantos MUKRANO et al. (i76%7a e b) encontraram variações nas

freaouências de auehras E falhas do tipo cromossômicas E
cromatídicas. em diferentes células humanas Clinfócitos., medula

e fibroblastos), suoerindo que o tipo de evento cbscrvado

possa refletir o) número de divisões que vaa determinada célula
,sofreu após à introdução da APC nã culturas assim como à eficácia
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dos mecanismos de reparo,

à afidicolina, dependendo do estáoio do ciclo celular &

ela exposto 2 da concentração. pode atuar inibindo à atividade das

UNA polimeraece alfa e delta. ambas envolvidas com à duplicação do

ENA (IKEGAMI et al. 17795: HANADKA et al... 1777: LICASTRO et al...

FOS. entre outros). Farece que sua ação consiste no bloqueio da

forauilha de duplicação (LONN & LONN, 1983) e na interferência na

junção dos segmentos de NWA adjacentes. principalmente na região dos

sitios fráoeeis (CYAGURA et al.; 179882: GLOVER et al... 17904: ALHSTRON,

FO). Nessa forma, 05 mecanismos de reparo tornamese insuficientes

para covrigir as abervações ocorridas nessas vregifdes., que são.
então; vistas como alterações cromossômicas, independentemente do
número de divisões que à célula tenha sofrido,

Nã espécie humanas os sítios frágcis cromossômicos têm

sido anslisados principalmente em culturas de linfócitos estimulados

com fitohemaniutininas;s nas quais foram documentados inumeros sitios

frágeis raros e comuns (SUTHERLAND & MATTETI, ivV907: HECHT et al.s

iPTA)L ontudos há também expressão de sitios frágeis em

Tfitroblastos;, células de medula óssca e ampiócitos cultivados C(EAREI

et al... 17903: BRYANT, 1953: STEIMEACH et al... 1900: MONGAN et al.

Too PRAYVLEPA & WENGER, 17533: MURNAND et al... 1950794 e Db). À análise

dos cítios frágeis em células de diferentes tecidos mostrou que
frequência de expressão e distribuição de determinados sitios varias

com o tipo celular, indicando 2 ocorrência de sítios frágeis tecido­

especificos (HECHT et al... 1787/: MOUNGAN et al.. 1í7868: MURANO et al.,
ivfova e bi.

Nas demais espécies, oº5 sitios frágcis têm sido ioualmente

identificados em linfócitos e fibroblastos. apresentando. EambéraaVariação tecido­específico na frequência de exFressão. HUNT &
EURNGOYNE (19794) verilicaram que 3 mutação “sex reversed" (sxr)., em

camundonsoss estava associada à expressão de um sitio frágil tecido­
ROBINSON & ELUER (14989), verificaram que de um total de

frágeis identificados nos cromossomos de fibroblastos e

de camundongos; apenas 4 ereêm comuns aos dois tipos

celulares e 34 não mostraram correspondência de locoss indicando

rrovavelmente um certo arau de especificidade do tecido na expressão

de sitio frágil.

ES

as1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 13 14 15 16 17 18



117

Todos estes cstudos., apesar da diversidade de enfoques

analisados. têm mostrado que 05 sítios frágeis sec expressam mais
facilmente em linfócitos. Embora o: fibroblastos de muitas espóci

rossam ser facilmente cultivados. eles geralmente são refratários

expressão dos ciíitios frágeis (RDBINSON & ELOUER, 1987). Az baixas

freauências de expregseão dos sitios frágeis, nas culturas tratadas

deste trabalho. podem ser consequência dessa refratividade.

Alguns autores detectaram um alto orau de conservação
evolutivo nos sitios frágeis de Espécies relacionadas

evolutivamente, Contudo: O conservacionismo de sitios fráocis não sec
limita nó próximas. Km relação ao cromossomo XX de

amifereos., verificoi­se thomoloaia de sitio fráail entre o homem &

algumas espécies de cães domésticos CITOME et al. 1994:. For outro

lado, sum grupos de espécies taxanomicamente próximas. caracterizados

ror uma taxa rápida 2 acentuada de evolução cromossômicas como nos
roedores C(BRITTEM, 17905). O conservacionicmo de sitios frágeis não é

tão evidente, ELHER à ROBINSON (17909), quando compararam os sitios

frágeis entre ratos 2 camundongos. verificaram aque apanss um pecdueno

número deles era conscrvado E que eles se expressávama sob as mesmas

condições. com frequências difeventes nas células das duas espécies,
A coincidência dos resultados observados em 6. ater e 16. molossus

reforça o conservacionisas de sitios frágeis em espécies próximas e
relacionadas cromossomicamente,

GtGascado nos resultados de vários estudos. uma série

especulações tem sido feitas sobre um possível papel dos sitiosfráneis na evolução do cariótipo de aloumas espécies, durante
processos de especiação., Em primatas. cerca de S$% dos pontos

quebras envolvidos nas translocações ou inversões fue ocorrer
durante = evolução cariotiípica do grupo consiste em sítios

regifice muito próximas à eles. indicando que tais resites

de recombinação COUTOHADUA et al... i75CT: JOTTERAND & BELLOMO,.
Os mesma Forma, em espécies de porcos domésticos. os pontos

ucbras envolvidos nas translocações reciprocas que ocorrem
continuamente e de forma não casual no grupo coincidem com à

localização dos sitios fráoeis (RIGGS & CHRISNAN, 1791).

Um sítio frágil presente na regido tq proximal em Ellobius

lutescens. uma esnócsie de rosdors flanqueia um segmento geralmente
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envolvido em uma inversão pericêntrica políimór fics que caracteriza o
cromoseomo 4 dessa espécie (NJALALI et al.) 1984). Observou­se,

também. associação dos sitios frágeis com regioes limites de

heterocromatina constitutiva adicionada ou presente no cariótiro

primitivo. centrôómeros latentes e. ainda, com RDNS (SANZ et al.s

29304: MIRS et al.,., 1997: TENWARI et al... 1787).

o que oe pesquisadores de sítios frágeis animados

questionam é se eles seriam resultantes dos processos evolutivos, ou

atuariam como fatores de predisposição à esses processos. KIRÓ et

al. (1787) acreditam que. de algum modos, o: citios frágeis bêm

divriaido & evolução cromossômica. UMA VEZ UE UM MESMO EÍItio pode

ser encontrado em cromossomos rearranjados e nos supostamente

considerados como ancestrais.

O mapeamento de sitios fráocis em diferentes espécice tem

mostrado que sigumas dessas regides estão incluídas em aqrupos de
liuação e são conservadas em sintenia (NJALALI et al.., 1i787). Outros

correlacionamese com grupos sintéênicos que foram rompidos, sugerindo

que os sítios frágeis comuns devem ser 06 remanescentes físicos que
delinearam 05 grupos de ligação ancestrais ou os: sítios que são

efercencialmente auebrados;, para criar novos rearranjos sintênicos

descendent CTHREADGILE & WWOMACK., 128%). Cs

associadas às descobertas moleculares envolvendo

frágeis, abrem caminho >» fornecem evidências para que

à natureza e&e orapel desses sitios nos cromossomos
mamiferos.

Contudos nenhuma associação foi observada entre 55 sitios
frágeis deteztados nas duss espécies de Molossus é 02 eventos

cromossômicos que ocorreram na diferenciação das espécies anslisadas

no presente trabalho. [e modo aeral, os cromossomos que apresentaram

a regido frágil mantiveramese conservados no cariótipo das outras

cespeécies. tal como aparecer em Molossus.
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V. RESUMO E CONCLUSSES

O estabelecimento de culturas celul é intercecante

pois possibilita 2 obtenção de células sm grande suantidade,

rermitindo à realização de uma série de investinações biológicas

entre ae quais o estudo citogenóático., O presente trabalho teve com
um dos objetivos investioar às condições favoráveis para 0 cultivo Ee

congelamento de fibroblastos de morcegos no Laboratório de

Citeoascenética de rrtebrados do Oepartamento de Ciolonia do IRKILCE,

UNESP, de São Joss do Rio Freto., Concomitantemente. 5 estudo

objetivou caracterizar cromossemicamente algumas espécies de
Morcegos da família Molossidas e obter informações que pudessem ser

no esclarecimento das relações filogenéticas e assim ajudar
sobre à evolução na familia.

Os ensaios sobre condições de ecrncadura e cultivo celular;

realizados em 4458 amostras obtidas de 7 especimes. revelaram “ue

fraamentos de orelha e cauda constituem­se * adequada de

fibroblastos. Esses fragmentos, quando colhidos assepticamente,

processados pela técnica de explante (desagrenação mecânica) &e
semeados em frascos plásticos de poliestireno das marcas Descarplilast

(Brasil), Costar ou Cornina (EUA). orininaram culturas celulares que

puderam ser desenvolvidas nos meios MHam­Fié EU, MiEloIasle.
enriquecidos com l­olutamina e CoOX de soro fetal bovinos em ph é,

TuaCa à densidade celular ótima na semeadura foi entre 1,452 x 16º
4.8 XxX 19º células/ml e os fibroblastos dos morcegos atinoiram
csencescência por volta do 42º dia após o início da proliferação,

oeralmente após seis ou scte repiques,

Os PnSSaios de congelamento confirmaram 05 dados de

de que o conselamento em velocidade moderada

rismenteo & ­P99C e conaclamento à ­i76ºC ou resfriamento

“EOUC Ee conoelamento & ­ifú9c e 7690) foi conveniente para
CONServação das células. Ds ensaios qnmostrarama ainda. NTE

.
­ e

densidade celular ao congelamento dewse ser elevada (Cé.2 x 197 às
x 406 céelulas/ml), para que após o desconoelamento «se
vVidveis ccejam capazes de reproduzir uma cultura. DD tempo

estocagem das células, que variou de 3 a 409 dias, pParcceu não

interferir na FAHA de proliferação OU, viabilidade apos
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INge lamento.

Has análises citoscnéticas realizadas em D2 cespécimes das

espécies Eumops auripendulus. E. galaucinus. E. perotis. lMolossops

abrasus. HH. temminckiia Molossus ater. HM. molossus = Nyctinomops

laticaudatus, em células de medula óssea = fibroblastos. utilizou­se

ou Ebandamentos 6 e ff para identificar os cromossomos homólogos & às

homologias cromossômicas. o bandamento CC para à identificação da

heterocromatina constitutiva e a coloração pelo nitrato de prata

para identificação das regides organizadoras de nuclóávoios (RUNS),.

As análises revelaram que cinco espécies de três aéneros

possuem ens45o (E. perotis. NM. temminckiiz HH. ater. M. molossus e N.

laticaudatus) e as outras três. pertencentes à dois gêneros. têm En

diferentes (E. auripendulus. com cNs4e: E. glaucinus., com cn=s49 e KH.

abrasus. com cnessdá4), Entretanto, à maioria delas possui (NESSA (E,

g9laucinus;: HM. temminckii; 45. abrasus; HM. ater: 4H. molossus e NH.

laticaudatus).

A herterocromatina constitutiva é somente centromérica nas

espécies MH. ater; Hd. molossus., E. perotis e N.º. laticaudatus. mas

aparece também em regiãies teloméricas em NH. abrasus e NM. temminckii

2 oem braços cromossômicos inteiros em E. glaucinus. às RONS variaram

em número. ocorrendo em um par de cromssonros em É. ater, KH.

molossuse. E. perotis = N. laticaudatus., em três pares em KH.

temminckii., em quatro pares em E. 9laucinus é em cinco pares em KM.

abrasus. as espécies M, aters MM. molossus 2 E. perotis = em um par

cromossômico de HM. temminckii às RDNS localiíizamese em constriíições

secundárias intercalaves. e nos demais casos dispense sm regiões
teloméricas.

Das análises concluiu­soc ques em relação à homelogia dos

padries de bandas GG. Molossus ater e M. molossus estão mais próximos
de HH. laticaudatus do que de E£. perotis, porém esse Último

assemelha­se Mais a0E Molossus que aos seus congêneres Cc.

auripendulus E E. glauciíinus. Holcossopss. aeseenmelha­se

CYOMOSSOMÍCNAMenta= mais a N. laticaudatus que à HMolossus.

Verificou­se, também. que nº familia Molossiíidae. há tanto

conservacionisemo entre espécies de asêncros diferentes, observado em

MH. ater. 1H. molossus. E. perotie e N.º. laticaudatus., como diferenças

acentuadas entro cep ócies de MEDE ITIOO ênero E Ux) Sue IQcontoce em
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Molossops = Eumops. À variação cromossômica observada nesses dois

aEneros deve­se, principalmente; & rearranjos robertsoniancs no

pPrimeivo caso e provavelmente à inversões. translocações e variação

na quantidade de heteroeromatina censtitutiva., no sesundo caso As

GDNE também estilo envolvidas nã variação.

A análise de fragilidade cromoscêmica, espontárnca ou

induzida por bromodesoxiuridina (SeGBrdu) e afidiczolina (AFC)I.

mostrou que; à semelhança do obecrvado em cutros w«nimais, OS

morcegos possuem regiões cromossômicas com maior susceptibilidade à

quebras. dA pesouisa de fraeilidade cromossômica, em espécimes de À.

ater: HM. molossus 2? E. olaucinus. revelou que tanto 3 EBrdU como

AFC induzem aberrações cromossômicas estruturais tipo quebras
Talhas. Foréms nenhuma das regiões alteradas pode ser considerada
sitio frágil sensível à Erdu,. pois quando ae quebras atingiram

frequência minima de 284, não sc repetiram em mais de um animal ce não
foram observadas em homozigose. Em relação à APL. fi possivel

reconhecer quatro resiões de franilidade: duas comuns & M. ater e KM.

motossus (iq mediano 2 Sq mediano. uma observada somente em 6. ater

(Ia proximal): oe uma observada somente sm Hd. molossus (ip (mediano.

Algumas dessas veniíles puderam ser consideradas. em MM. molossus.

frágil mesmo sem indução, com iq mediano 2 Sq mediano.

À associação que tem sido observada em outros animais

entra itios frágeis >» pontos de quebras envolvidos em rearranjos
levou à que se fizesse uma comparação entre «& localização dos sitios

in identificados &e& 03 rearranjos observados na diferenciação

e espécice estudadas. Os rcsultados mostraram que as redibes com

fragilidade não parecem estar envolvidase noz rearranjos ue

ocorreram durante à diferenciação das espécica de molossiídecos,
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VT. SUMMARY

The establishment of cell cultures is à useful too! for

biological vreseareha specially for cytogenetic studies. The present
investiaation «sims at the implantation of techniques for Ffibroblast

­ Tike cell culture in the Cytoszenstic Laboratory of the Departuent

of Vviolooy. UNESE at S&o José do Rio Preto and the chromocomal

characterization of some species of Molossidas bate, in order to

clavifu the phulosenetic relationships within this Family.

Ássays con cell colture conditions were performed in 144%

samples obtainino from 99 specimens. Ear and tail biopeies provided

tTibroblast ­­ rich material for sell cultures, Mechanical
disaaoresation permitted miaratinoa cclls from the tissue fragaments

to adhbeéere and grow non plastic sublstrates,., such às (culture fiasks

from Descarplast (Erazil), Corning and Costar (USA). HEM EKaole and

Ham iG. supplemented with 224 fetal calf sevum and Loeglutamiíne were

demonstrated to supply nutritional conditions for cel! arowth.

Glow freezsing was the most effective method for preservino

bat cells. Hiahest rates of cell viabilitu after thawino werec

reached after tuo (CPEIC and 1986590) or three (CcRO90, 10950 and

CLDOPO) frecezinoa steps,

High cell density. around S.2 x 107 and D.4 x465 calles/ml.
appeared to bo àn important factor for establishing new culturcse

from frozen materisl. Varistion in cstorage time from 3 to 44 days

seceme to induce no chanoes in the proliferation or viabhility ratos

after cIhawing.

The cutogenetiece study uvas carried out on 32 individuais

belongingy to cight HMolossidas species: Eumops auripendulus; E.

g9laucinuss: E. perotis. HMolossops abrasus: HM. temminckiis Molossus

ater: HH. molossus and Nyctinomops laticaudatus. Karygotypic analysis

was per foraed on hans darvow and fibroblast — like cells. 3 bandinsg

patterns were used to identify chromosomal homeloaics., C­ bandiíra to

determine constitutive heterochromatin regions and silver cstaining

tó detect nucleolar oraanizer reasions (NDRS),.

Five species from thres gJenera have 2Bn=45 (E. perotiss

H.abhrasus: KM. temminckii.s 4. ater. MN. molossus and N.º. laticaudatus?

and thrêes 3 nlNa From the remsining two gensra have Ens4r (E.
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auripendulus). Sassi (E. glaucinus) and Pns34 (H. abrasus>). The

fundamental number CNP) howevera is 44 in almost all of the

species: E. glaucinus;: HM. abrasus,. HM. ater. NM. molossus. and N.

laticaudatus.

Constitutive heterochromatin is found only ir centreomeric

regions in E. perotis. 4. atera NM. molossus,. and N.º. laticaudatus.

but also in telomerito regions in 4. abrasus and HM. temminckii and in

full chromosome arums in €. glaucinus.

The number 028 POKS was variabiesz there is on2 chromosorme

pair btearina NOkNS in E. perotis., WlH. ater, HM. molossus: «nd N.

laticaudatus;, three in M. temminckiiz four in E. g9laucinus ard Tive

in Ki. ahrasus. NOKS are locatocd in intercalar secondary
constrictions in E. perotis:s HM. ater; H. molossuss &nd in one

chiromescoue pair cof HH. temminckiis and in telomeric renions in the

remaining situations.

Casco in GO­ bandina homolonu, NM. ater and MN. molossus aro
closer to N.º. laticaudatus than to E. perotis. On the other hand. E.

perotis iz qmore similar tos Molossus than to CL. glaucinus. KR.

abrasus and Ma. temminckii were closer to N.º. laticaudatus than to HH.

ater and HH. molossus.

The family Holossidae showed censervatism amona species of

different genera tC(esuch as Molossus ater. 4. molossus: Eumops perotis

and Nyctinomops laticaudatus)., às well as striking differences

between sapecíioss of some genera (such as Molossops and Eumops). (he

chromosoms]l variation was due to roberteonian rearrangementes. in the

firet casc, and preobabiu to inversiorns. translocations and chanacs

in the constitutive heterochromatin in the second cases. NORZ were

also involved in thesc chanace,.

The presence of spontaneous or &G­bromodcoxuuridine (2­

BrdU) or aphidicolin (AFL)IS induced fragila sites in hat karyotypes

vas alzo analuced in this etudy. Chromosome breaks and ndape were

induced both By Erdl and AFC. Howevwers Erdl induced fragile sites

were not detecteda since the hiah freauencu of break inà given site
Was not csharaed by different individuais. and haomozygosity umas not

observed. Four chromosomal renions were ascertained as AFC­induced

Iragile sites: one in tq median and ones in Sq median in 6. ater and

NH. molossus. onºe in 34 proximal in É. ater and one in ip median in
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HM. molossus. The fragile sites in iq and Sq vwere also observed
without induction in M. molossus,.

Despite the cbserved association betwecn the fragilo sites

and the breakpoints involved in chromosomal rearrangments in several

other animal species, the resulte o the present study did not show
any ecoincidence between the detectable fragile sites and the break»

peints involved in chromesomal rearranaements during the evolution
enr the Molossidas species.
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