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I. INTRODUGCAD

. Culturas Celulares

A possibilidade da visualizagio direta de cromossomos

humanos ey animaiss @0 microscopio opticos. bhem como a HILH
> oy fotomicrografias deveram-se. asobretudo, a

consideravelis progressos metodoldgicos. tais a identificagio
dos meios nutritivos para a cultura de células a partir de tecidos.
a utilizagano de antibioticos na prevencio da ocorvéncia
contaminagdo por microovganismos com consequente perda das culturas
o empregn de agentes que  induzem a3 divisio mitotica. COomDn A
Fitohemaglutininas ou  gque retd&m os  Ccromossomos  em condigies
propicias Paya analisen como A colguicinas & 00 tratamento
hipotdnico.

Nos estudos das células de mamiferos, a constituig®o
cromossomica assumiu um dimportante papels principalmente na espécie
humana s na  qual foram reveladas inumeras desordens. genéticas ou

adguiridas como manifestacdes dos efeitos toxicos de compostos

mutageEnicos. Nos demails grupos de animaisa E constituicio

cromossomics tambeém assumiun um papel velevantes com &nfase
no reconhecimento dos padroes e do significado evolutivo das
mudangas cromossomicas que ocovveram na diferenciacio das espécies
A analise cromossdmica nas espécies animais. até o  final
da  década de 7@ e inicio de 8@. era feita em  larga escala  em
preparagdes celulares obtidas de medula ossea. Contudos apesar
dessas preparacoes fornecervem informacdes citogenéticas basicas. os
cromossomos metafasicos apresentavam-se gevalmente muito contraldos.
o que dificultava 2 obtengio de marvcagfo difevencial das bandas
cromossomicas. Foy 1850, ESERS PYrEparagoes YEm sendo
substituidas pelas culturas celulares.
Iependendo do tipo celular em analise. as culturas podem
de curta ou de longa durvagio. Linfocitos do sangue peviférico e
epiteliais s&o cultivados por periodos curtos. sendo.
gevalment s wtilizados ", clinica para efeito if
diagndsticos rapidos. Culturas de outros tipos celulares. como o8

fibroblastosys pelo periodo que demovam para se estabelecey. s3o mais
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utilizadas no amplo campo da citogenética animal e expevimental.

ds  culturas de longa duragio podem ser de dois tipos
basicoss as primiavias e as de linhagens. As culturas primiarias  s3o
constituidas oe material obtido diretamente do orvganismo
consistems geralmente. =m uma mistura de células Fibroblastoides &

epitelidides. ds linhagens s8o subculturas das primarias, que apds o

cultivo seriado passam 2 constituir-se por apenas um tipo celular
(FRESHNEY . 1i987).

Fntre as varias técnicas utilizadas para o cultivo de

células, as mais usadas desenvolvem as células em  SUSPENSAO. 1]
monocamadas. em suspensio apds adesio a particulas sustentadoras
(micvocarviers)s. ouw a partiv de explantes.

Ae  culturas de células em suspensio sfo indicadas para a
realizacio de estudos de nutrigio. metabolismo e analise de
populagies, mas nem todos os tipos de células dio culturas
monodispersas. D crescimento sspontineo em suspensio & restrito a
linhagens celulares hemopoiéticas, tumores asciticos € umas POUCas
linhagens selecionadas. como as celulas transformadas.

No entantoa a maioria das células necessita de um
substrato de apoio pava proliferar. A técnica de cultivo de ceélulas
animais em monocamada. sobre superficie solida e meio de  culbura
Tiguidos foi descoberta & desenvolvida a partiv de 1943 por Earle e
colaboradoves (cf. FRESHNEY. 1987). As célulass obtidas apods
desagregacio mecinica ou esnzimdtica do tecidos aderem 3 superficie
do  Ffrasco ouw a laminulas de vidvo colocadas previamente dentvo do
Frascos.  achatam-se & meltiplicam-se ate fovmarvem o que se  costuma
chamar de  tapete celular ¢ que @ geralmente
uniestratificada. OGuando a culturs estd com uma populacio grande de
células, essas comegam a soltar-se do substrato € € precisos entlo.
subdividi~la. Fara isso. podem ser smpregadas enzimas proteoliticas
como tripsinas pronase ou colagenases agentes gquelantes como o Acido
etilenodiaminotetvacético (EOTA). ou ainda a técnica de vaspagem.

0 ciclo de crescimento ¢ facilmente demonstravel nas
cElulas  owltivadas em monocamada. podendo-se obsevvar nitididamente
as  suas quatro Fases. ou sejas a fase de repouso (lag phase). a de
multiplicacio logaritmica (log phase). a estacionaria (plateau

phase) & a de degenevacio logarvitmica. FRESHNEY (4987 apresenta
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detalhadamentse 2 caractervizacio fe cada ouma das
aspectos principals sio resumidos a seguir.

A fase de vepouso & 3 inicial em uma suboculturas & nela
ha pouca evidéncia de aumento no numero de células. E um periodo de
adaptagiio com duvagio de cerca de 24 horas. durante o qual as
ceélulas substituem os elementos do glicocalix que foram perdidos na
tripsinizacio. espalham=se e aderem ao substrato.

A Fase de multiplicacio logaritmica €& o periodo de
aumento  exponencial no ndmero de células. que ocorve apds a  fase

inicial ¢  termina assim que as células se tovnam confluentes. [l

duracio dessa  fase depende da densidade de semeaduva. da taxa de

(i srimento das células e da densidade na qual a proliferagio
celular @ inibida pela densidade. Guando uma subcultura €  iniciada
com celulas «que estRo nessa fases a multiplicaclo recomega sem
passay pela Fas de rvepouso ¢ as celulas podem PETMANECEYT
indefinidamente em fase logaritmica, isto é. de multiplicacio ativa.

A oconflugncia alcangada pelas células na fase logs. gue faz
com que todas as células estejam em contatos veduz ouw intevvomps o
crescimento celulaya ocasionando a fase estaciondvia. As células
Lornam-se menos MOVE LS s alauns Fibroblastos orientam-se
paralelamente a outvos & hda um envugamento da membrana plasmatica.
de tal Fforma gque a célula passa a ocupar uma menor superficie do
substratos, diminuindo a' sua drea de contato com o meio de cultura.
Entretanto. a  madovia das cultar 6 do
meio continua a proliferars embora em taxa veduxida. resultando  em
varias camadas de células. Isto indica que o termo estacionario deve

aplicado somente em detevminadas condigdes. ou seja. para  a
cultura de determinadas células.

Em alguns casoss observa-se que a fase estacionaria nio
implica na cessacio completa da proliferacio celulars mas rvepresenta
um estado onde a divisio celular ¢ balanceada pela perda. Nas
situagdes em  gque 3 perda  ou movie das células £ maior que
proliferacio. tem-se a fase de degeneragio da cultura.

Em um outvro tipo de culturas a de células em  suspensio
aderidas a particulas. o papel da superficie do frasco usado para
0 sstabelecimento de  uma  monocamadas  no RS0 e

dependentes o e ANCOVAUEN. & substituido PO particulas
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L1

micyosc Ifir) 12 icas n 08 microcarriers i n  GLLE ficam &m SUSPENS .7 OLE Servenm
de.substrato.para a adesdo.das celulas. As particulasiutilizadas tem
aproximadamente 100 wum de difmetvro e s3o feitas de substdncias
organicass, como coldgenos gelatina e resinas do  tipo
Sephadexs, ou de polimeros sintéticos como o poliestiveno e a
poliacrilamida. Essa técnica reune em si os principios da cultura em
monocamada e da cultura em suspensio. trazendo como vantagem
obtengio de células em grande quantidade.

A cultura a partir de explantess sem prévia dispersio
celulars foi um dos primeivos tipos a servem desenvolvidoss no inicio
do século XX (ct. FRESHNEY, 1987). Essa técnica €& usualmente
aplicada  quando o material de que se dispde para a preparacio de
culturas & escasso € quando se quer evitar altevages quimicas e
mov fologicas gque o uso de enzimas & de agentes quelantes possam

causar as células. 0 procedimento classico na cultura de explante

envolve a embebigio ¢ fragmento de tecido gque val ser explantado em

plasma sanguineo ou linfa. antes de ser colocado sobre a superficie
de crescimento. O plasma deve fornecer os fatores ouw elementos gque
ajudam o explante a se fixar no substratos, estimulando a migragio
das rcélulas a partir do fragmento (HSU et al.s i96%  FRESHNEY 4
1287 ).

A técnica de cultuwra de explante € util para pequenos
fragmentos de tecidos. tais como as biopsias. Sus desvantagem esta
APENAS em que NAo pode ser aplicada aos tecidos que apresentam pouca
adesividade. Contudos. celulas como fibroblastoss mioblastos e
celulas epiteliais geralmente migram do explante com sSUucCesso.

As células obtidas por qualqguer uma dessas técnicas
descritas podemn sev analisadas  sob  diferentes aspectos. o
congeladas para estudos futuros. evitando-se o0&  fendmenos de

instabilidade geneticaa da linhagem e pOssive

0 congelamento de céelulas a temperaturas de -&50C a 7000,
ou até de ~1949C em nitvoaénio liquido. permite que amostras de
culturas de  linhagens possam sey mantidas por longos periodos  de
Eempo. constituindo bhancos de celulas. Geralmente. linhagens
celulares  hetevoploides presevvam-se mais facilmente que

primarvias ouw linhagens dipldides e as celulas ao serem congeladas
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devem Sy saudavels. satar lTivres i contaminagdes (=

preferencialmente, situarvem-se na fase de crescimento  logavitmico

(FRESHNEY . 1987).

MAZUR  (197@) retfere dois tipos basicos de congelamento
celulary o lento e o rvapido. Quando se congela lentamente um meio
biolodgico celulary a formagio dos cristais é exclusivamente
extracelular. tsees  cristaie vemovem Agua dos  espagos  inter &
intracelulares . atingindo dimensfes varias vezes ao
tamanho idas proprias células. comprimem—nas entre 5L ML
concentrado de seus proprios solutos. Fara prevenir as injurias
ocasionadas pelo congslamentos pode-se reduzivr a quantidade de agua
removivel pela formagio dos cristais. com a consequente rvedugio da
concentracido de sais a um nivel aceitiavel. atvravés da wtilizacio de
um agente criopreservativo no meio de congelamento. Essa € a base do
wso  de macvomoleéculas de polivinilpivrolidona (PYFY. polietileno
glicol (FEG)Y e dos solventes glicerol e dimetil sulddxido (DMSD).
Tais compostos. guando presentes no meio de congelamento. unem-se
uma certa quantidade de aguas impedindo-a de cristalizarv-se o
obrigando-a a permanccer no estado liguido. A selegio do agente
crioprotetor & feita de acordo com o tipo celular ¢ o procedimento
de congelamento.

0 congelamento rapido promove a formagio de pequenos
cristais de gelo dntvacelulares. que tendem a alcangar grandes
dimensdes durante o processo de descongelamento lento das células.

&

Sabe-s que  durante o descongelamentos. na temperatura do ponto  de
fusdos, had um aumento na recristalizacio com a formacio de arandes
cristais a partiv dos pequenos cristais intracelulares. o que pode
causar danos  irrveversiveis as células. Fortanto. para prevenir as
injurias c sadas por esse btipo de congelamento. & preciso impediv s
formagio dos grandes cristais intracelulares, por meio ol
aquecimento rapido. Isto mostra que a sobrevivéncia da célula
depende ndo so do processo de congelamento., mas  também oo

descongelament

Auv;v

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp 12 18 A4 15 A6 IF

18



BF. Importincia dos Fstudos Citogenéticos na Ovdem Chivoptera

Lim dos  problsmas mais intrigantes na evolugio dos
vertebrados ¢é a evolugiio e diversificagcio dos animais da ordem
Chivopterana que & amplamente distribuida e bem sucedidas. ocorvendo
predominantemente em arveas tropicais & com menor representatividade
nas regides 3 e tempevadas frias (KOOFMAN.  197@). [Essa

ovdem constitui um dos mais antigos e divergente grupo de mamiferos.

sendo representads pelos morcEgoss 08 L inicos mamifevos A entre 0%

vertebrados, que apresentam caracteristicas movfoldai
Fisioldgicas que 0s tornam aptos ao voo verdadeivos caracteristica
que € compavtilhada apenas com os passaros atuais e possivelmente
com o085 pterossauros reptilianos. 0s morcegos sios sem  duvidas. um
arupo de sucessos constituindo a segunda maior ovdem de mamiferos.
somente  supevados  ewm ndmevo de espécies pelos roedores (NOWAK &
FARADISD, 1983). A insuficiéncia de rvegistros fdsseis forga os
satudiosos da evolucio do grupo a extvapolarem o passado historicos
com base nas caracteristicas das espécies viventes. Embora exista um
consideravel volume de informacdes sobre a biologia & scologia dos
membros da  ordem Chirvoptera, hd muitos aspectos taxondmicos ndo
resolvidos & as clacies filogenéticas. que  sao  frequentemente
obscurecidas pela radiagﬁu adaptativas ainda sf8o dicutiveis.

i o dem Chivoptera. Gy recEntemsnt e N sEndo
extensivamente guestionada sobve sua orvigem g evolugio (PETTIGREN,
i994ia e b)s mas que presentemente @ ainda aceita como
(BAKER et al., 19943 SIMMONG et al., 1994). engloba cerca de %00
espécies agrupadas em 175 géneros de 17 familias e duas subovdens:
Megachivroptera & - ara. A subovdem bMegachivoptera contém
apenas uma familia, a Pteropodidae. com 42 génevos e 1462 species
CKODFMAN » 1984). A subordem Microchivoptera € comospolita € inclui
16 Ffamiliass com uma vepresentacio no Novo Mundo de aproximadamente
289 espécies. lessass cevca de 134 sio encontradas no  Brasil.
abrangendo representantes de g familias: Emballonuridas.,
Noctilionidaes Movmoopidaes. Phyllostomidae., Molossidae. Natalidae,
Furiptervidae, Thyropteridag e Vespertilionidae. (TAnnET 1983

VARELLA&A-GARCIA et al.. 1789).

AVA
Auuv

1 2 3 4 5 6 7 unesp 12 18 A4 15 A6 IF

18



ys
Ds estudos taxondmicos na orvdem Chivopteras na sua  mailor
a tundamentam~se em padroes morfométricos comparabtivos, CLLE
envolvem medidas corporais externas & cranianas & caracteristicas
dentarias. como formula dentaria e detalhes estyruturais dos dentes.
Foréms essas caracteristicas consideradas isoladamente n3o  s3o
suficientes para definiv com clareza as relagdes entrve os diferentes
FANA HILL ¢1974), ao descrever a nova familia de movcegos
Craseonycteridass J& havia ressaltado os problemas de se basear uma
classificagio em alguns poucos dados. sugerindo gue outvos sistemas
de informagdes fossem adicionados.

Mais recentementes outros tipos de estudos véEm sendo
wbilizados Nas interpretagoss sistematicas. taftulii[w] =y
histomovfolodgicos. imunoldgicoss bioguimicos ¢ citogenéticos, todos
voltados A esclavecimento das relagdes filogenéticas it
diferentes familiass 9Eéneros e espécies.

0 estudo dos caridtipos tem contvibuido fortemente nas
proposigoes & no estabelecimento das relagdes e atinidades
evolutivas entre as espécies de vdrios grupos animais. 0 caridtipo
nao & afetado pela adaptagfo a diferentes nichos ecoldaicos, Como
pode acontecer com os caracteres morfoldgicos. For issos. o estudo do
complemento cromossomicos.  principalmente quando rvealizado com
tédcnicas sequenciais & especificas de bandamento que apresentam boa
resolucio em células cultivadass pode identificar os mecanismos de
evolucio cromossoOmica que ocorvevam dentvo de um grupo & conbribuir
para o esclarecimento dos relacionamentos filogenéticos.

Ns  padrdes de bandamentos cromossdmicos G ou Ras  por
exemplos podem ser utilizados para analise filogenética. por métodos
de comparagdes cladisticas (BAKER. 19795 BAKER et al. 1983 4198%).
s 5 nos padrdes de bandas G em diferentes faxa podem  ser
tratadas como um caraters e a identificacio do estado primitivo ou

devivado do carater possibilits que se determine o tipo & 0 nulmero

dos rearrvanjos incorporados durante o curso da evolucio. Aléem disso.

similaridades nos  padroes  de  bandas  evidenciam uwma  homologia
geneticaa isto &. uwuma ovigem evolubtiva comums. enquanto que
acentuadas difevrengas nos  padroes  de  bandas S LG E Y E ma oy
distanciamento em termos evolutivos (BAKER et al.s. 1987). Assim.

identiticados como dervivados. designados apomdr Ficos. oy
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partilhados Pov difeventes faxa podem  sey utilizados PAra
identificar subconjuntos monofiléticos, ou sejas com uma origem
evolutiva comum.

As  informacdes obtidas das intevpretacdes dos padrdes de
bhandas cromossdmicas representam dados independentess que podem ser
usados para  testar os relacionamentos em  faxa que  tem  sido
tradicionalmente agrupados. com base em adaptacdes morfoldgicas
altamente especializadas. A interpretagdo cladistica dos dados
resulta na formulacio de um cladograma. que vepresenta uma hipotese
e relacionamento filogenético e que pode testar propostas
desenvolvidas com base em outrvros conjuntos de dadoss. como  por
exemplo. os morfoldgicos. econlogicos, bioquimicos ou imunoldgicos.

De  mais antigos estudos citoldgicos em morcegos datam do
inicio do gseculo XIX (VARELLA-GARCIA & TADDEI. 1989, para
referéncias). No entanto. s se tovnaram considevavelmente mais
frequentes a partir da década de 6@. guando foram publicados os
trabalbhos de WAINBERG (424640 BAKER (4947). BAKER & FATTON (19467 ).

BAKER & HSD (1970), entre outros. que descreveram os cariotipos de

dezenas de espécies amevicanas de difeventes familias.

MNessa meSma epocas foram publicados 0% PUrimeiros
resultados de estudos com morcegos brasileivos por YONENRAGA (1948).
YONENAGA et al.(1924%) & BECAK et al. (1968, 1%46%). Fouco mais tarde.,
TOLEDO (1973 apresentoun o estudo citogenético de B4 espécies de
moveegos  brasileivos. das  guais 5§ analisadas pela  primeivse ves
(Histiotus wvelatus, Molossus aters. Micronygcteris minuta. Eumops
auripendulus & Vampyrops lineatus). Essas primeivas andlises
CYromossOmicas, apesar das limitagdes técnicas a que Eatavam
sujeitass Jid apresentavam resultados interessantes em relagio a
taxkonomia € filogenia de grupos.

A utilizagfo das técnicas de bandamento tem contvibuido

bastante para o esclarecimento das velagdes filogenéeticas & dos
mecanismos de evolugfo cromossdmica das espécies de morcegos. STOCK
(1975  comparando as espécies do género Carollia (Cavolliinaes) e
Choeroniscus (Glossophaginae)s pode wverificar que embora elas
possuissem cariotipos muito semelhantes em nivel morfoldgicos o que
podevia sugerir proximidade evolutiva. apresentavam padroes de

bandas facilmente diferenciados. 0 mesmo foi conclulido em rvelagfo
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as espeécies Rhinopoma hardwickei (Rhinopomatidae. Microchivroptera) e
Rousettus aegyptiacus (Ftervopodidas, Megachivopterals pov QUMSIYEH &
BAKER (1i985). Esses autores compararam os padroes de bandas G dessas
duns  especies e verificaram que elas apresentavam pequens homologia
cromossomicas. evidenciando que a familia Rhinopomatidae. considerada
A mais  primitiva entre os Microchivoptersa. nian se relacionava
estreitamente com oz Megachiroptera. Esses dados contrariavam o que
havia sido  proposto por RAY-CHAUDKURI et al. (i948). com bhase na
similaridade das caractevisticas morfoldgicss & nas informagies
cariotipicas disponiveis.

BAKER et al (4289)., analisando diferentes conjuntos de
dadoss incluindo og cromossomicos. propuseram uma nova classificagio
para os morcegos da familia Phyllostomidaes que & uma das mais

diversificadas entre os Microchivoptera. Eles verificaram gue nfo

haviam sinapomor fias CYOMOSSOmMLCAS O SEJH caracteristicas

derivadas compartilhadas pelos génevos Macrotuss, Micronycteris,
Chrotopteruss Trachops = Vampyrum: gue suportassem o hipotess  de
origem monofilética. Hesse satudos. o8 avtores confivmavam ogue
as tyés espécies de movcegos vampiros (Diphyllas Niaemus . &
Nesmodus )« que  por  suas modificacdes estruturais  haviam  sido
inicialmente uma familia distinta de FPhyllostomidae. a
Desmodontidae. partilhavam um ancestral comum com o FPhyllostominas.
uma subfamilia de Fhyllostomidae, apds a divergéncia dos géneros
Micronycteris e Macrotus. Assima et al. (198%) mant iveram
vampiros como 2 subfamilia Desmodontinaes conforme KOOPMAN &  JONES
JR O (4970) haviam propostos com base nos estudos dos cariotipos e da
similaridade de proteinas & movfologia de espevmatozdides (FORMAN et
al.. 1948).

Embora as informagoes citogenéticas tenham se mostrado
uteis nos estudos taxondmicos. 2 gquantidade de informagds
digponiveis wvaria entre diferentes familias de Chivoptera e os
dados nio sio vepresentativos da ovdem como um todo. Na  familia
Fteropodidag. ol a subordem Megachivopteras, s8o conhecidos
carictipos de  apenas 8% espécies de 146 génevos. das cerca  de
espécies que =@ constituem (CAFANNA & CIVITELLI. 19703 YONG
DAL TWAL « 197645 ANDG et al.s 19825 HAIDUK et al.s 19845 YONG. 1i984).

Entve os Microchivopteras 8 maioria das espécies de e QUE  VEM
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sendo investigadas pevtence ), cifnco grandes familias:
Emballonuridae, Fhyllostomidae s Mormoopidaes Moctilionidae &
Vespertilionidas (VARELLA-GARCIA & TADDEI. 1939).

A Ffamilia Molossidaes embora nfo esteja entre as cinco
mais estudadas . e a terceira maior em ndmero de CEPECies

por cerca de 89 espécies agrupadas em 12 géneros

CKODFMAN 4 i984). D o desga familia SAD facilments
distinguiveis dos demais, apresentando uma face caracteristica, com
orelhas curtas e largas geralmente projetadas sobre os olhos
tocinho largo e obliquamente tyruncado, e wma cauda que
extevrioriza apds a borda posterior do uropatdgio. Esses animais
insetivoros e cerca de metade das espécies pertence ao agénero
Tadarida (FREEMAN. 1981). @&s especies do género Tadarida sio
encontradas em ambos 08 hemisférios £ as semelhangas entre as formas
dos dois hemisférios. juntamente com a presenca de Tadarida (que &
provavelmente o génevo mais primitivo) no Dligoceno da Europas
sugerem que a familia teve sua ovigem no VYelho Mundo (KOOFMAN.
P70y,

Nas Américas ocorrem 31 espécies de molossideos. das quais

i4 tém ja descritas algumas informa¢des citogendéticas (VARELLA-

GARCIA & TADDEIL . 1989, pava referéncias). Contudos. essas informagles
geralmente  baseavam-se na analise de cromossomos covados de  modo
usualy que sabidamente subestima a variagfo detectada pelas técnicas
de bandamento  em  cevea de 9 vezes (HAIDUK et al., 1981i). #As
excecdes sio duas espécies de molossideoss que tiveram seus padrBes
de bandas 0 descritos! Tadarida brasiliensis (RAKFER et al.. 1988) e
Eumops glaucinus (MORIELLE et als. 4988). 0 numero dipldide (2n) da
familia wvaria de 34 a 48 e o ndmero fundamental (NF), ou sejas o
numevro de  bragos do complemento avtossdmico. de 54 a &64. Como =2
maioria das espécies possul 2n=48, 08 caridtipos com 48 cromossomos.
coms o8 de Molossus. Otomops & Tadaridas foram propostos como
representativos  do cariotipo primitivo (BAKER. 19763 WARNER et al..
19745 GARDNER. 19775 BAKER et

0 interesse pelo estudo do cariotipo desses animais &
Justificado por varias razdes. Entre elas destacam-se a quantidade
significativa de espécies da familia Molossidae na fauna da América

do" Tsul inclusive no Brasils: que apresents repressntantes de 17
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ESpecics ~GARCIA et al.s 1989)s assim Ccomo A

dados citogenseticos detalhados. Destaca-ses ainda. 3 possibilidad:s
de que a interpretacio adegquada de conjuntos inter—-disciplinares de
dados permita o estabelecimento de parentescos & a identificacio de
relagBes evolutivass € propicie o desenvolvimento de hipdteses

filogenéticas melhor fundamentadas para a familia.

C. Sitios Frageis CromossoOmicos

O0s cromossomos humanos € de varios outvos mamiferos
apresentam  regibes.  denominadas sitios  fragelss.  gue manifestam
quebras e falhas frequentes quando as células cultivadas s@o
submetidas a cervtos compostos quimicos ow o condicdes egspeciais  de
cultivo.

A caracteristicas movfoldgicas que EEGAE regiies
apresentam tEm despertado o  interesse de  grande numevo e
citogeneticistas, principalmente em fungio das dificuldades para o

de sus natureza & participacio no fenotipo & de  sun

importincia para o conhecimento da estrutura ¢ fun¢gio do cromossomo.
tudo de sitios frageis assumiu grande importincia na

itogenética de tal forma que eles foram considerados
revoluciondarios em conceito & natureza (5 : & HECHT. 1985).
los resultados obtidos foi possivel verificar que os sitios frageis
compartilham certas cavacteristicas. como manifestacio de falhas ou
quebras gue podem envolver uma ou ambas as cromatides do Cromossomos

de deficiéncias e figuras trivradiaisa evidenciando  gque £s5s3s

regides sio susceptiveis a quebras e rearvanjos cromossomicos. Todas

A2 mudangas Cromod nicas estruturais devidas & presenga de um sitio
fragil ocorrvem em uma vegifio constante No Cromossomo € PEVMANECEN
atvravés da meiose & mitose., de modo que sio hereditidvias.

primeira referéncia A hereditariedade de um  Cromossomo
com tais caracteristicas foi feita por LEJEUNE et al. (19468 no
cyomossomo 2 humano.  Fosteviovrmente. LUBS  (19469) . catudando um
paciente com deticiéncia mental ligada ao sexos verificou gque ele
apresgntava um  Ccromossomd marcador. interpretado  como  sendo o
cromossomo  X. que apresentava uma constrigfo secundaria tevminal no

Brago Tongos gue também apavecia em membros afetados @ novmais  de
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sua familia. Logo apods.  MA et al. (197¢) descrevevam
prorvéncia  de quebras frequentes na vegifio distal do brago longo do
cromossomo 14 em um individuo com deficiéncia de imunoglobulina & e
em varios membros normais da familias e esses auvtores designavam
o fendmeno como ” sitio fragil Y.
Na dltima décadas, muitas outvas regides cromossdmicas

reconhecidas como sitins frageis e classificadas como comuns
£ constitucionais. quando detectadas em  arande numer o o e
individuos., ou gitins frageis raros  quando detectadas  em
frequéncias muito baixas na populagfo (BERGER et al.s 1985). No 4102
International Workshop on Houman Gene Mapping. vealizado em New Haven
em L1989, foram listados 143 sitios frageis. dos quais 246 sio raros e
837 s30 comuns (HUMAN GENE MAPFING 1@. 1i989).

O sitios frageis raros sio herdados Com padrio
codominantes expressam-se  sob determinadas condigdes de cultivos
aparecem em menos de 2.8% dos individuos. t8m baixos indices de
EXPTEEEER0 povitadores,  ocorvem em ogqualguer dos  cromossomos @
manifestam-se em apenas um dos homologos (SUTHERL&ND; 19793 BERGER
et al.. 19855 SUTHERLAND & MATTEIL. 49874 & SLEDRETTER,
19885 HECHT et al., 1992). Os sitios ?régeiﬁ comuns também aparecem
em condigdes de cultivo especiais @ possivelmentes SA0
heveditarios. S3o encontrados em praticamente todos os  individuos
testados. podem ser observados em gualqguer dos homologos de todos ou
virtualmente todos 08 Cromossomnos 8@ expressame-ses @m homozigose  em
certa proporgdo de células (BERGER et al.s 19853 HECHT. 19863

SUTHE A MATTEI. 498758 HECHT et al.. 1990

O estudos vealizados com a finalidade de esclarvecer o
papel ou comportamento dos siti frageis tém mostrado que eles
tanto ocovvem espontaneamentes como podem ser induzidos nas céelulas
cultivadas. A expressio de sitios frageis em baixas frequéncias pode
Sy observada a0l determinadas CLLE POV ORI L

deshalanceament o no conjunto de desoxivvibonucleot idens durante as

fases, Dyue Scdo ciclo celularcikEssas condicfes inclusm um sstresse

de timidilato. que pode sev conseguido pela inibigio da timidilato
sintetase pov agentes dnibidovess como a Fluorodesoxiuvidina (FUdR)
(SUTHERLAND: 197935 FONATSH. 19813 MATTEI, 1981i), ou por antagonistas

folatos. como o metotvexato & a aminoptevina (GLOVER. 192135 HECHT

;uv,.v

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespw 120 13 214 15 16 17




et al.s =k = tambem por  tratamentos com  bromodesoxivrvidina
(SUTHERL.AND et al.. 1285).

indugio em altas frequéncias pode também ser conseguida
pelo wuso de compostos inibidores da sintese semiconservvativa & de
reparo  do o INA.  como afidicolinas, avabinofuranosil citosina e
arabinofuranosil adenosina (LEONARD et al.s 1988). Frequéncias muito
mais altas na expressio dos sitios podems ainda. ser induzidas pela

combinagio dessas condigfes ouw por agentes que inibem a sintese de

veparo  do  DNA duvante a fase Gpa. Como a feina (YUNIS & SORENG

1984 a2 afidicolina associada ao etanol (KUWAND & K&JII. 1287)s ou
a hidroxiuréia (YAN et al., 1988).
mecanismos pelos quais as substi@ncias  induzem a

manifestacin dos  sitios frigeis ndo estio ainda bem esclavecidoss
contudo, a possibilidade de indugfio dos diferentes tipos de sitios
frageis pelos socompostos (indugio orw B BLgETE U
tenham homologia estrvuatuvral (HECHT et al.., 1988).

0s sitios frageis estio presentes nRO SO0 NOS  CromosSsomos
humanos. mas também em cromossomos de outras espécies de mamiferos.
0 primeivo sitio Ffragil descrito em uma outra espécie animal Foril
detectado por  HSU & SOMERS (1941) em células de  hamster
enquanto pesquisavam efeito do composto S-bromodesoxiuridina  na
movFfologia cromossomnos. Eles verificarvam gque o cromossomo {0 do
hamster apresentava um sitio fragil em um local especifico de um dos
bragos if i CrOomossomos  observacio que fod posteriormente
confirmada por LIN et al. (i9B4): analisando a expressio de sitios
frageis em linhagem celular renal.

SCHMID et al. (1985), utilizando~se das técnicas de alta
resolugio em cromossomos humanoss de chimpanzés e de gorilas,
veriFicaram  gque as crEs especies partilhavam 51 sitios friage
evidenciando gque essas estruturas evam conservadas evolubtivamente.

Mais recentementes. fovam  identificados sitios Frageis ewm

’

aut0ssomos € Cromossomos sexuais de varios outros mamiferos. entre
05 quais o vosdor arganaz Ellobius lutescens (DJALALT et al.. 1785).
o gado bovino (UCHIDA et al.s 1984) (SANZ et al.. 19844
DJALALLT et al.s 1987, 199035 Mo ALLISTER et al.. 1994)s o rato
indiano Nesokia indica (TEWARI et al.., 1987). ratos de laboratorio
(ROBINSON & ELDNER, 19875 ELDER & ROBINSON. 1i98%9). cies (WURSTER-HILL

AV
AVAYAY

LY
cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 120 18 14 1% 1o 17 18



i
14

ety ailkii 19885 STONE et al.a. 1994 2. b)a coelhos (FOULSEN &  RONNE.
i9941). porcos domesticos (RIGGES & CHRISHAN: 1994) e a rena Rangifer
tarandus (GRIFENEBERG et al.. 1291). D8 sitios frageis encontrados
nessas espeécies foram induzidos pelos mesmos compostos quimicos que
induzem a expressio desses fendmenos em células humanas. mostrando
wn alto garau de concordancia entre os diferentes tratamentos.

Varios estudos tém procurado descobriv o significado dos
sitios fraoeis. Nos animais, a possibilidade de associaclo dessas
regides  com % pontos de quebras envolvidos nos  rearvanjos  gue
diferenciaram espéciess € as observagdes de que os sitios frageis
s30 regifss recombinogénicas  (LAIRD et al.. 1987). estimulam
interesse pela procura dessa fragilidade cromossdmica =m outras
espécies. Em relagfo aos animais da ordem Chiroptera. nio existem
dados o literatura sobre a2 expressio  de tal Fragilidade

CromossOmica.

. Objetivos

Fste satudo teve como um de seus objstivos a implantagio
O B R tecnicas de  cultura e congelamento de  fibroblastos of e
quiropteross atraves da determinacio & estabelecimento das variantes
metodoldgicas mais adequadas para iniciacio da cultuvas. ou ssja. do
tipo de tecido para a obtengio das célulass: do processo de
desagres : teciduala ‘dDE frascos. meios & condigies ideais CplHa
temperaturas etc.) para o cultivo e congelamento celular. 0
principal objetivos i Foi conseguir informacies citogenéticas

el

aohre espécies da familia Molossidae. atvraveées da identificagio dos

=
I

padres o i 5, [ e oda  IocalizacBo das regides
organizadoras de nucléolos (RONs). Com as informagdes obtidas
pretendeu-se  reconhecer 0% vearvanjos cromossdmicos que devem ter
pcovrido na diferenciacio das © crnies e fornecer subsidios para
cussio e estabelecimento das possiveis relacdes filogenéticas na
familia. Pretendeu-se, tambéms verificar a ocorvéncia de fragilidade
Ccromossomica induzida (Rl =hromodesoxiuridina (S-Brdll) =
afidicolina (AFCY s assim  como detectar ragiﬁea que  pudessem sey
coincidentemente afetadas pela  Fragilidade cromossdmica e pelos

vearvranjos cromossdmicos em algumas espécies.
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II. MATERIAL E METODOS

A. Espécimes

analisados 99 espécimes. provenientes de

localidades dos estados de SHo Paulo e Minas Gerais. Esses espécimes
pertenciam a nove espeécies da familia Molossidae: Eumops
auripendulus. Eumops bonariensis. Eumops glaucinus. Eumops pevobtis.
Molossops abrasus. Molossops temminckiis Molossus ater. HMolossus
molossus & Nyctinomops laticaudatus. & identificacio de cada  um
deles foi confirmada pelo Dr. Valdir Antonio Taddeis responsavel
pelo  Centro de Referéncis para Jdentificag8o e Sistematica de
Quivopteros Brasileiros e todos os exemplares estio
catalogados & depositados na Coleglo do Departamento de Zoologia do
IBILCE de S3o Jose do Rio Preto- UNESPE.

A discriminagio pela espécies numevo de registro no
Laboratdvio de Citogendtica. sexo & procedéncis & apresentada na

Tabela 1.

B. Coletas

e modo gevals os molossideos voam alto & vapidos o
dificulta as observacies bhioldgicas e a coleta de espéecimes. i
justifica a escassez de informages a respeito da familia (FREEMAM,
s et ok R U Embora sejam raras  as informagoes sobre a2 bionlogia dos
molossideos. alguns autores verificaram gue cevtas espécies possuem
habitos antvropofilicos. constituindo [ CLLE T A coldnias
proximidades o habitacdes wrbanas e mesmo no  interior
residéncias  em locais como CTANNET . 1983, para veferéncias).

Less0. eases animais foram coletados divetamente em seus locais

de abrigos através da utilizagio de redes manuais (pugas). pingas €

luvass ou em regifies proximas & eles por meio das "mist nets” (redes
die neblinads na provavel vota de voo.

ds  coletas foram diurnas e noturnas € os espécimes foram
transportados ; enas gninlas pava o labovatorios. onde recebevam
apenas  Aagua enquanto mantidos em cativeiros aguardando o estudo

citogenetico.
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Tabela 1. pécie, numero de vegistros sexo @

procedéncia dos animais analisados. M= machoi F= fémea.

Numero de Sexo Frocedéncia
registro

Eumops auripendulus M . J. Rio Pretao.

Eumops bonariensis 5. J. Rio Fretos

"
| &
-

Rio Fretos
Rio Preto.
. Rio Pretos SP
Rio Freto,
Rio Pretos
. Rio Fretos
. Rio Pretos SF
. Rio Pretos
Rio Fretos
Rio Pretos
. Rio Pretos SF
. Rio Fretos

Eumops glaucinus CFCoes
CFCee7
CFCoe3
CFCO40
CFCoge
CFCo89
CFCce%2
CFCi00
CFCii0
CFCiii
CFCi44
CFCi6%9

[
N

UMW om o m
L] = a 2 8 = -

'

MTTIMITITIONIIII X
C e L S O

Cedrals SF
Cedral, SF
Cedrals SF
Cedrals SF
Cedrala. SF
ﬂedralp Sk
Cedvrals §SF
Cedrals SF
Ribeirdo Pretos 8P
Ribeirio Freto. SF
Ribeirao Freto. SF
Ribeirio Freto, SP
Ribeirao Fretos SF
Ribeirao Freto. SF
Ribeirdo Preto. SP
Ribeir3o Freto. SF

Eumops perotis CFCeie
CFCoi3
CFCOi4
CFCeis
CFCe83
CFCeB4
CFCe8S
CFCags
CFCiRé
CFCi27
CFCi28
CFCiee
CFC4i3
CFCi32
CFCi33
CFCi70

i1 e i o e o e b B x Bl g o ey oo oy Mo x Wbt oiffen Bl g o

e

Molossops abrasus CFCiis Engenheiro Schmidt: SF

pac

Neves Faulista. SF
Uberlandia. MG
Uberlandia. MG
Uberlandia. MG
Uberlandia. MG
Bady Bassitt. SF
Uberlandias MG
Uberlandia. MG
Uberlandias HG
Uberlandias MG
Neves Faulista. SP

HMolossops temminckii CFCe5e
CFCigd
CFCize
CFCi4e2
CFC143
CFCi45
CFCiS3
CFCiS8
CFCis@
CFCiét
CFCiéé

o 5
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Molossus ater

Molossus molossus

5

6

Numero
regist

CFCeis
CFCei7
CFCeig
CFCai9
CFCezo
CFCez21
CFCo2é6
CFCe27
CFCez8
CFC@44
CFCe51
CFCese
CFCOS33
CFCa54
CFCR44
CFCes47
CFC48
CFCe%1
CFCies
CFCi04
CFCio?
CFCi314
CFCi34
CFCi33
CFCi346
CFCi47

CrCo4i
CFCe42
CFCe43
CFCo44
CFCOA4S
CFCo47
CFCo48
CFCOs54
CFCOS5S
CFCe54
CFCe57
CFCes8
CFCO59
CFC@o40
CFC@41
CFCes2
CFCe43
CFCas4
CFCo45
CFC2%0
CFCiez

7

de
ro

T XA FTIT TN OATY M AT IZTTITIETII MM M X

MMM AT TN T

=

EM I I

S. J. Rio Preto.
Cedral. SF

Engenheiro Schmidt.
Engenheivo Schmidts
Engenheiro Schmidt,
Engenheiro Schmidt,

5.
S.
B
5.

oUW Wmwmum

S.

]

i

e
Ja
e
Je

Rio
Rio
Rio
Rio

Fretos
Fretos
Fretos
Fretos

Aprazivel.
Aprazivel.
Aprazivel.
. Rio
. Rio
. Rio
« Kin
= iR1D
. Rio

Rio

. Rio
Cedral. SF
Cedrals SF
Cedral, SF
Cedrals. SF

Je

Je

A5

il bk e
g

oo oEmememom
s w = " . " " = ® = "

\J.

il
=

]

eE v e o Y i S e B vietel £ el e ] i e

Rio

Rio
Rio
Rio
Rio
Rio
Rio

Rio

¢« Rio

Rio
Rio
Rio
Rio
Rio
Riop
Rio
Rio
Rio

. Rio

Rio
Rio
Rio

Freto.
Fretoa
Fretoa
Fretos
Fretos
Freto.
Fretos
Fretos

Fretos

Fretoa
Fretoa.
Fretos
Freto.
Fretos
Fretos
Fretos
Fretos
Fretoa
pretos
Fretos
Fretoa

SP

SF
SF
SF
SF
SF
SF
SF
5P
SF
5F
SP
sF
SF
S
5F

Fretos

Freto.
Fretos
Fretos
Fretos

Fretos SF

PTEtDﬁ
Fretoa
Fretos

14 15

16
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Molossus molossus S. J« Rio FPreto.
CFCi37 Cedrals SF
CFCi38 5. J. Rio Preto,
CFCi55 5. J. Rio Freto,
CFCi56 | S: AL Rig Fretos
CFCi57 - Cedral, SF
CFCiée f 8. J. Rio Pretos, §
CFCi48 S. J. Rio Freto. SF

Nyctinomops laticaudatus CFCo99 S« J. Rio Pretos
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C. Preparagtes Cromossdmicas

preparagoes cromossomicas foram obtidas de ceélulas de

medula ossea o Ffibroblastos.

i. Ceélulas de Medula Ossea

Fara a analise cromossomica de de medula dsses

Fovram utilizadas as técnicas de FORD & HAMERTON (4954 & LEE & ELDER
=

»

(1986) com modificagdes. Essa teécnica fol empregada  apenas  para
- & .
alguns dos especimes.
0 animal do qual se analisar a medula ossea foi

-

e injetou-se subcutaneamesntes. na regiio dorsals @.2 ml i i
de fermento alicosado para cada 29 g de peso covporal. como
indutor mitdtico. No dia seguinte. preferencialmente no periodo da
manh iy injetou-se intvaperitonialmente @:2 ml de colguicina a @,59%
para cada 29 g de peso covporal. a Fim de inibiv o processo  de
divisio celular da interferéncia na formagRo do fuso
mitotico. 0O animal foia. entido. sacrificado apos 3¢ a 49 minutos da
indecio de colquicinza FEMOVETAN-SE 08 Seus Umeros . em alguns
Aanimais. também os FeEmures. Wi s Fovam liberados dos  feixes
musculares e tenddes e uma lasca das epifises foi retivada pava que
a meduls ficasse exposta. Com o auxilio de uma seringa retivou-se a
medula dssea com 4 a 6 ml de solugBo salina de Hankss recolhendo-se
u] mateyrial a1 um  tubo de centrifugas [} ressuspenden-
vigorosamente para separvar as massas celulares.

A suspensio celular fol entio centrifugadas hipotonizada
com KC1 @.075 a 379 por quaventa minutos. fixada com metanol-
acético 311 & gotejada em laminas geladas molhadas. 0 material assim
preparado foi submetido A&s técnicas de coloragio e bandamentos

CTOMOSE0Micos .

2. Cultura de Fibroblastos

Ds  Fibroblastos forvam obtidos a partir de de
tecido retivrados  dos animais & cultivados in vitvo. A& metodologia
wtilizada foil implantada no  Laboratorio de Citogenética i

Uertebrados do Departamento de RBiologia do ITBILCE « durante

A
AVAVAY

Vi
cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 120 18 14 1% 1o 17 18



desenvolvimento do presente €

finalidade d

Com =&

o cultivo célular Foram

&m quatro aspectos local

desagregacios. tipos de Frasco

Em relagano a re

extraidos das bordas das or

memh v an )

do plagiopatagio

s
1@ mm= .

compy imento e

respe

desagregag celularya.

desagregacio mecanica da b

desagregacio mecanica & enzim

Foram utilizados.
N desenvol
mavca lescarplast
CELAY »
foram

if e

Corning com  capacid

culturaa. stados do
Sals

Cul

= =rcdial Lagle com

ambos fabricados pela

completo  gualguey um |

(PO%) i ml de glutamina a

o i

2

U/ mi penicilina & 125

e total de 192

L

Foram de medula dssea. ubili

asg 14&6%  restantes Foram

Ly

varliagoes nos quatro

y
- u

na Tabela

0 procedimento util

fibvoblastos & descrito a

5 6 7

= =g

rabalho.

g dnvestigar as

nvolvidos ensaions envolvendn wvariagdes

de coleta da biopsiaa tecnica de

5 meios de cultivo.

gido biopsiada. 0% fragmentos  foram

calda
i

Em relagfo as técnicas

porgao distal da

de

alhass da ali}

. . o |
sa) @& tinham cerca 1% mm= . i

ctivamente.

desenvolvidos dois  procedimentoss

topsias para culturas de explante. &

Aticaa. para culturas em monocamada.

para a montagem das culturas & como

vimentox. frascos plasticos d

(Rio de Janeivo - Brasil?). Costar &

i)

ade de 2% ml. Em relacio aos meios  de

o n
== I

minimo

Fida

diferente meio

(MM

i
de

tilab

tipos 3

Earvle - agle) & o Ham

Oenominou-se me Lo

Feetonl

(Campinas) .

pando snriguecido com soro bhovino

POG mM e suplementado com antibioticos

de shreptomicinal .

g sml

amostras, obtidas dos 99 cspecimes,

zadas 0 para o estudo citogenético.

tilizadas nos ensaios envolvendo

acima rveferidos. conforme discriminado

izado em cada uma das etapas da cultura

SBEGULLY W

A
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~y

=
Discriminagio  por do material local da
hiopsiaa tipo de o 0. frasco & meio de cultura
utilizado para cada amostra semesada.

N2 de re- N2 da Haterial Local da  Desagrega- Frasco
gistro amostra colhido biopsia

E. auripendulus ; med .055€3
biopsia orelha mecanica Descarplast
biopsia cauda mecanica Descarpliast

E. bonariensis CFCide med. 0Sssea
biopsia orelha mecanica Costar
biopsia orelha enzimatica Costar

E. glaucinus CFCo04 biopsia orelha mecanica liescarplast
biopsia cauda mecanica Descarplast
? med. Ossea
CFCoo7 med. Ossea
biopsia orelha mecanica Descarplast
biopsia cauda mecanica Descarplast
CFCe23 biopsia orelha mecanica Descarplast
CFCo40 biopsia orelha mecancia Descarplast
CFCes2 ) biopsia orelha mecanica Costar
CFCog89 biopsia orelha mecanica Costa
CFCo%e biopsia orelha mecanica Costar
CFCieo biopsia orelha mecanica Costar
CFCiid biopsia orelha mecanica Costar
biopsia orelha enzimatica Costar
CFCii{ biopsia orelha mecanica lescarplast
biopsia orelha enzimatica Descarplast
CFCi4f biopsia orelha mecanica [iescarplast
CFCi49 biopsia orelha mecanica Costar
biopsia orelha mecanica Costar
biopsia orelha mecanica Corning
biopsia orelha mecanica Corning
biopsia orelha enzimatica Corning

E. perotis CFCeie biopsia orelha i Descarplast
biopsia cauda 1C3 Descarplast
CFCe4i3 med. dssea
biopsia orelha mecanica llescarplast
CFCoi4 med. oOssea
biopsia orelha mecanica liescarplast
CFCei5 ; med. ossea
biopsia orelha mecanica Descarplast
CFCoB3 biopsia orelha mecanica Costar
biopsia orelha mecanica Costar
biopsia cauda mecanica Costar
CFCOB4 med. dssea
biopsia orelha mecanica Costar
biopsia orelha mecanica Costar
biopsia mecanica

A¥
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H. abrasus

K. temminckii

CFCOBS

CFCoB4

CFCiz24

CFCi70

CFCL15

CFCese
CFCi2d

CFCi43

CFCi53

CFCi58

4 5

6

7

biopsia
biopsia
biopsia
med. dssea
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia

med. 0ssea
biopsia
biopsia

biopsia
med. ossea
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
med. 0ssea
biopsia
biopsia
med. Ossea
biopsia
biopsia
biopsia

unesp ™,

Local da
biopsia

arelha
orelha
cauda

orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
arelha
orelha
orelha
orelha
arelha
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

AV
AVAYAY

mecanica
mecanica
mecanica

mecanica
mecanica
mecanica
enzimatica
mecanica
enzimatica
mecanica
enzimatica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
enzimatica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica

mecanica
enzimatica

mecanica

mecanica
enzimatica
mecanica
enzimatica
mecanica
enzimatica
mecanica
enzimatica
mecanica
mecanica
mecanica

mecanica
mecanica

mecanica
mecanica
mecanica

14

Costar
Costar
Costar

Costar
Costar
Descarplast
Descarplast
Costar
Descarplast
Costar
Costar
Costar
Descarplast
Costar
Descarplast
Costar
Descarplast
Costar
Descarplast
Corning
Corning

Costar
Costar

Costar

Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar

Costar
Costar

Costar

Costar
Costar

15 b
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M. ater

N2 de re-
gistro

N2 da
amostra

CFCis@

CFCi6d

CFCidé

CFCeis

CFCei7

CFCaiB

CFCaie

CrCoze
CFCeed
CFCe2s

CFCez7
CFCees
CFCa4s

CFCO51

CFCese

CFCes3
CFCo54

CFCO44
CFCas47
CFCes8
CFCe91
CFCies
CFCiB6
CFCieg
CFCi34

o

Material
colhido

med. 0ssea
biopsia
biopsia
biopsia
med. dssea
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia

biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
med. dssea
biopsia
biopsia
biopsia
med. Ossea
biopsia
biopsia
med. Ossea
biopsia
biopsia
med. Ossea
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia

Local da
biopsia

orelha
agrelha
orelha

orelha
orelha
orelha
orelha
orelha

orelha
cauda

orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
grelha
orelha

orelha
orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
arelha
orelha
orelha
orelha
orelha

6

7

Desagrega-
;30

mecanica
mecanica
mecanica

mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica

mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica

mecanica
mecanica
mecanica

mecanica
mecanica

mecanica
mecanica

mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
enzimatica
mecanica
enzimatica
mecanica
enzimatica

Costar

Costar
Costar
Costar
Costar
Corning

Descarplast
Descarplast
Descarplast
Descarplast
Descarplast
Descarplast
Descarplast
Descarplast
Descarplast
Descarplast

Descarplast
Descarplast
Dlescarplast

Costar
Costar

Costar
Costar

Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Costar
Coskar
Descarplast
Costar
Descarplast

Ham
Ham
Eagle
Eagle
Eagle
Eagle

127
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H. molossus

CFCi36

CFCi47

CFCO44

CFCe42

CFCe43

CFCO44

CFCO45

CFCo47

CFCo48

CFCO55

CFCe36
CFCe57
CFCess
CFCea9
CFCo40
CFCo41
CFCo&2
CFCa43

CFCR44

CFCA45
CFCe7e
CFCiec
CFCi03
CFCig4
CFCi37
CFCi38
CFCi35
CFCi56

5

N2 da
amostra

7

Haterial
colhido

biopsia

biopsia
biopsia

med. 0ssea
biopsia
biopsia
med. 0ssea
biopsia
biopsia
med. ossea
biopsia
biopsia
med. o0ssea
biopsia
biopsia
med. Ossea
biopsia
biopsia
med. 0ssea
biopsia
biopsia
med. oOssea
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
blopsia
biopsia
biopsia

Local da
biopsia

orelha

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha

orelha
orelha
orelha
orelha
arelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
arelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha

Desagrega-

Frasco

mecanica

mecanica
mecanica

mecanica
mecanica

mecanica
mecanica

mecanica
mecanica

mecanica
mecanica

mecanica
mecanica

mecanica
mecanica

mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
mecanica

14

Dlescarplast

Descarplast
Descarplast

Descarplast
Descarplast

Descarplast
Descarplast

liescarplast
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
Costar
Descarplast
Costar
Costar
Iiescarplast

15 b
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N. laticaudatus

gistro

5

6

Ne da
amostra

Haterial
colhido

biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia
biopsia

med. dssea
biopsia
biopsia

Local da
biopsia

orelha
orelha
orelha
orelha
orelha
orelha

orelha

7

AVA
AVAYAY

unesp .

mecanica
mecanica
mecanica
mecanica
enzimatica
enzimatica

mecanica
mecanica

Costar

Descarplast

Costar
Costar
Costar
Costar

Costar
Costar

12 438

14




2.1i. Obtenglo da Riopsia

0 local escolhido para a biopsia pPassoul pPOr UmMR assepsia
com trés banhos de éters tvés banhos de acetona & trés o
alcool 70%. Apds a assepsia foi feito o corte do fragmento com
tesoura estéril & esse foi transferido para um frasco também estérvil
contendo meio de Eagle com 18% de sovo fetal bovinos penicilina (250
Usml s patreptomicing (250 wg/ml) & anfotericina~-B (1 wg/ /mli« =a

3790, por 24 horas (meio parva colheita).

2.2. Montagem apos lesagregagio Mecinica

Apods  as 24 horas a biopsia foi transferidas em cimara de

fluxo taminar horizontal. para uwuma placa de petri de 4 cm de
zaterils contendo cerca de 2ml de meio completo. Nessa

o fragmento foi vecortado varias vezes com o auxilio de pinga

Sl o '.-f-" Sl n SEN LJ QO RPTYO duzidos fra g InEn tos menores com cerca lj e

2 mmE. Os fragmentos assim obtidos foram implantados com o auxilio
de  uma pipeta Pasteur estéril na superficie inferior de frascos  de
cultura previamente umedecidos com sovo fetal bovino. Implantados os
recovrtes. 08 frascos foram invertidos e adicionou-se aos mesmos 2 ml
de meio completo. Os frascos foram tampados e mantidos na posigio

invertidaa por 24 horas.s a 379C em estufa bacteriologica. A seqguiv.

Foram cuidadosaments vivados 3 posicio corrvetas. na gual permanscsram
por 4 a 9 dias. gsem qualquer movimentagio. Os Ffrascos Fforam
observados a0 microscopio invertido para verificagio de adevéncia ao
substrato. OCOVYENC LA contaminacaos crescimento celular  ou
necrose.  Quando  ocorrvreuw o crescimento celulars mais 3 ml de meElo
Fforam adicionados aos frascos. Apos nova incubacio a 370C, para que
houvesse a proliferagio das celulas, seguiram-se obsevvaeBes diarias

=cgAn de alteragBes de coloracio do meio de culturas  que

"

indicassem alteragoes no pH & para verificar se havia contaminacio
por fungos & bactérias. Quando as células cresceram em amontoados. o
material foi  tripsinizados a fim de gque as celulas : aoltassem.
espalhassem & prolifevassem unifovrmemente. A tripsinizacio  foi

também utilizada para a vepicagem das culturas.

A
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2.3. Montagem apos Desagregagfio Enzimatica

O  fragmentos da ovelhas cauda ou asa. obtidos como J&
descrito. foram covtados com tesouwra estéril. em caAmara de Fluxo
laminar horvizontal, em fragmentos de 2 mm® em uma placa de Fetvi com
cerca de 2 ml de meio completo. Os pequenos fragmentos. Juntamente
com O meio de culturas. foram transferidos para frascos plasticos de
cultura aos guais adicionou-se 3 ml de meio completo € .9 ml  de
solugao de colagenase (Sigma) na concentrvacio de 2.000 U/ml.
frascos  foram  incubados em iAo horizontal a 370C. por 24 a2 48
horags. No final desse p&ricwh3, A suspensio mostrava-se Viscosa €s a0
micvoscopio invertidos. podia ser observada a frouxidio de alguns
fragmentos. Nessa ocasilos, a suspensio foi ressuspendida dentro do
proprio  frasco com  uma  pipeta. paras que  ocorresse  uma melhor
gseparacio das células. Apds. a suspensio foi poricoito
minutos a 190¢ vrpm. O sobrenadante foi substituido por % a 10 ml de
solugdo salina de Hanks e o material novamente centyvifugado.
Removeu-se o sobrenadante. diloiv-se o sedimento em 2 ml de  meio
completo. e transferiu-se a suspensifio para o frasco de cultura. gue
foi incubado a 37°C. No dia seguintes. removeu-se o meio de cultbtur:
do frasco & adicionou- HSoml ode meio novo. Os Frascos Foram. EﬂtﬁUﬂ
observados diariamente es conforme o item anterior, tripsinizados

quandn Necessario.

2.4. Tripsinizacio para Dispersio das Células & Replicagem

das Culturas

= | @

Utilizou-se para a dispersido das células a soluglo de
tripeinasEDTA  da Cultilab (2425 g de tripsina + EDTA @.53 mM em {0@
Hanks). 0 meio de cultuwra foi retirvado do frasco & introduziu-

de 5 ml de solugfo de Hanks sem Cat e Mgt para diluivr o

do  meioa pPolis O sovo nele presente inativa = agio da

tripsina. a retivada desse meio diluido. adicionouw-ss 1 ml ol a

solugio de tyipsina/ElTa previamente aquecida a  379C. Decovrido

cerca  de  um minutos. retivou-se essa solugio o auxilio de uma
pipeta s =iy & adicionou-se 5 ml de meio completo ac SO L
FoL s entHo. agitado para gue as clulas se despreendessem e

yalhassem a3 Fim de crescevem mails uniformements. Esse material

cm 1 2 3 4 5 6 7 unespwl 120 13 214 15 16 17




reconduzido A& estufa A cultura ate essa  etapa € denominada
primaria.

Quando se observou no frasco primario um numero grande de
células ou a confluéncia das mesmas. o material foi novamente
tripsinizado. As  suspensdes tiveram suas densidades celulares
estimadas & foram divididas em dois ouw mais frascos de culturas
conforme a densidade celular pretendida para =a inicia¢lo das
réplicas A parvtiv dai permanecervam a 379C. mpre sob  obsevvagio
diaria. fes iy em crescimento foram rvepicados tantas vezes

quanto o numero de réplicas necessario para as anialises.

2.9. Colheita da Cultura

As culturas com crescimento satisfatorio. das quais
obtido o numero de réplicas adeguadas & com guantidades suficier
de células (superficie do frasco com 70 a 100% de confluéncia)l.,
tiveram o ¢ itmeEnto de sews Fr s dintevvompidos. seguindo-se
preparo do material para as andlises cromossOmicas com bandamentos e
A pesquiss de sitios Frigeis. Uma ou mais véplicas de alaguns  oasos
foram mantidas para a realizacio dogs ensaios as etapas de
congeslamentao.

Introduziu-ses no Ffrasco a sev colhidos uma gota de
colquicina a 0.,0016% (Axi@0™ M) por aproximadamente uma hora. 0 meio

foi retivado & cerca de 8 ml : citrato de

sodio a i%. pré-aquecidos a 379C. foram colocados no frasco que Fols

entios. incubado novamesnte a 3700 porv o y de 39 a 49 minutoss btempo
suficiente para que ocorresse a hipotonizagio e o descolamento das
celulas. A seguirs tvés gotas de Fixador metanol-acetico 3514 Foram
adicionadas an  frasco. Esse material Foi . entH 0. transferido

cuidadosaments pavra um  tubo de centrifuga & centrifugado por 2

minutos a 900 vpm. 0 sobrenadante foi desprezado ¢ o precipitado

Fixado em metanol acético 301 por trés veres., D material obtido

gotejado sobre l1aminas geladas molhadas e submetido as técnicas

uaial Giemsa e bandamentos GTG. CEGa

AVAVAY
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3. Técnicas de Coloracio e Bandamento Cromossdmico

3.1i. Coloragio Usual com Giemsa a 2%

0 material foi previamente A em HC1 AN a 4600,
pov sete minutos. lavado pelo mesmo tempo em agua desionizada gelada
para intevvompey a hidrolise & por dez minutos em Agua destila
corvente. Fosteriormente, +foi submetido a um banho rapido em solugio
tampio Sorensens. pH 4.8. corvado com soluglo de Giemsa (MERCK)
tamponado a 2%.: com o mesmo tampio. por cerca de 7 minutos
em agua destilada. No matervial em que foram analisados
frageis. que fol posteriormente submetido a descoloracio. empregou-

!‘.\ .

se somente a soluclo de Giemsas. sem 3 hidrolise previa em HCI.

3.2. Bandamento GTG

0 : G prc de acovdo com a tecnica de e
GROUCHY & TURLEAU <4977 )y com modificacOes. LAminas com gquinze 2
vinte dias de fixagHo Foram imersas em solugiio de dlcool metilico
52%« por dois minutos. Apods lavagem em Agus destilada por dois
minutoss transferiu-se para soluglo tampio Sorensens pH é:8s onde
permanceceram por 1@ a 29 minutos. A seguira. imergiu-se as laminas em
solugdo de tripsina (DIFCO) a 2.02% tamponada com solugido salina de

pov um tempo variavel de cinco a vinte segundos, dependendo do

periodo decorvido apos a fixacio do material. Retirou~se 0 EXCESS0

de  tripsina imevagindo  a Tamina em solucio salina de  PRES. o)
material foi posteviormente covado com solugdo tamponada de Giemsa a
2%y pov 3 a % minutoss e lavado em agua destilada.

Em situagdes nas gquais o material havia sido fixado ha
mEnos  tempo foi necessario veduziv-se a concentracio da tripsina

para 0.04% ¢ o tempo de tratamento para até dois segundos.

3.3. Bandamento CBG

handamento C de ordo com a teécnica de
SUMNER (i972) 4 : . 5. Submeteu—se o matervial. & a
15 dias apds a fixacho. a uma hidrolise em HC1 042Ny por quinze

minutos. Em seguida. as liminas foram lavadas em agua desionizada

Vi
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2
i

gelada. secas & submetidas ao tvatamento com solugio de BalOH)a.2Ha0D
A 0¥, mantidas a 379, por um tempo variavel de 10 a 20
minutos. de acordo com o pe '|’ iado decovvido apos a Fixagio Y seguiva
o material foi lavado em dgua destilada: banhado em agua desionizada
gelada e submetido a dois tvatamentos an lina eX585C, -
Za@y  um a tempevatura ambiente por dez e outro por sessenta
minutos a &09C. A secguirs processou-se a desidratacgio. f sando-ae

cm duas series de  Alcooisas de concentragches e 25%. AP oS

. - . = % +
BECAYEN LY OuTse o omaterial com solu 0 de b A, |“}‘£ & tam Jr

Sorensen (pH &.8). por 1€ minutos.

3.4 PRandamento RBG

0 bandamento RBEG processou-se ordo com a técnica
RIBEIRD & HMELARAGND (19846). o cOes. l.aminas obtidas

el o)

culturas apods  incovporagio com S-Bromodesoxiuridina (S5-BrdU. 100
g mld g nas oito  horas Finaiss Foram cobertas com  wum Filme de
Hoechst 33258: na concentvagio de 5 ua/ml, & expostas & luz UV, sem
cobertura com laminulas a 20 cm de disténciaa. por doze minutos. &
SEGULY F o am SECAS A0 A
incubadas em NAHaF04  iM. pH 8 - Ba3 a B89°C durante trés a cinco
Minutos. e covadas com Giemsa a 5% em tampio fosfato durante sete

Mminutos.

Marcagio das RONs pela Prata (Técnica NSG)

Fara a marcagdo das RONs utilizou—-se a técnica proposta
POy HOWELL & BLACK (198¢)s  com modificagfes. Hidrolisou-se
mateyial inicialmente em HCI iN & &Q2C. por der minutos. e
interrompeu—se a hidrolise por um banho em agua gelada desionizada.

agem das TaAminas, depositon-se gt s de  solucio

reveladora de agelatina formolizada a 1% e
nitrato de prata A Yo% em cada wuma das  extremidad
lamina. Cobriu-se as gotas misturadas com duas laminulas & manteve-
¢ as laminas a 50-40YC, por cerca de 7 minutos. até que a mistura
das solugdes apresentasse uma coloracio castanho-dourads. & seguir .
lavou-se as laminas em dgua destilada, secou-se & submeteu-se A

,ur

colovragdo am solugido a 8% de Giemsa tamponadas povy oito minutos.

Vi
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. Congelamento das Células

nos #nsalios de con oe Tamen to s O m l':‘ todos
congelagio vapida e moderada das célulass de  acordo
protocolos do Laboratorio de Cultura de Células de Vertebrados
Instituto de Biociéncias da USF. SPy & de FRESHNEY (41987).
procedimentos vealizados incluivam guatvo etapas

principaiss abaixo descritas.

i. Obtencio da Suspensio Celular

As  suspensdes célulares foram obtidas pela tripsinizacio
de culturas com solugio de tripeina/ElTA & vressuspensio das

=

em 9 oml de meio completo. A seguir.: a @ nsan foi centrifugada a
20  ypm  por B minutosys o sobrenadante retirvado
ressuspendido em 1. ml de meio Ham-Fi@ completo

Fofie auntoclavada.

2. Estimativa do Numevro de Células Contidas na Suspensio

Uma aliquota de 0.1 1 foi retirvada da suspensfo celular
contida no volume de 4 ml & 2 ela adicionou-se @.1i ml de

tripano a @+4%. a fim de se identificar

12 minutos. uma pequens quantidade

no  hemocitometvo & sob microscdpio em campo
objetiva de 10X, foi feita a contagem de celulas VEE  Com
posterior estimativa do ndmero de células contida no volume total

pensdo  atvaveées da utilizacio da Formula abaixos confovrme BIRD

FORRESTER (1984).

Numero de celulas/ml Fator de diluig3o x Fator de conversio da cimara

Quadrados analisados (1a4)

AVA
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2. Resfriamento da Suspensio Celular

0 owvolume da suspensio o ser congelada foi completado parva

Ge@ mly de acovdo o numero de células que pretendia

pov ampolas e transfevido para uma ou  duss  ampolas

(Costar) com £.,8 ml de capacidade cada. devidamente

ntificadas. As Fovam cuildadosamente fechadas & seladas

com  parvatilme. Utilizouwu-se trés procedimentos diferentes W)

resfriamentol (a) congelamento prévio a —20°%C. por uma hovra. seguido

do  congelamento  em nitvogénio liguido a ~419890. (b)) congslamento

prévio  a ~200C0 por uma hora. tvanstferéncia da ampola para a tampa

do botijfo de nitrogénio a ~180°C por £4 horas e congelamento &
~19462C & () congelamento direto da ampola a -1949C. As

asubmetidas a tempervatura de ~iB80YC estavam revestidas por cerca de 4

camadas  de Jornalal para  gavantiv um homogéEnen  da

SUSPENSRO .
4. lDescongelamento das Células e Semsadura de

Culturas

Decorvidos alguns dias do da suspen
turas Foram descongeladas a Fim de se verifi v a efici@nc
imento e ¢ tlas adas de modos diversos ¢ semeadas  em
sidades diferentes. tes ampolas forvam rvetivadas do botijio de
ogaénio liguido com o auxilio de luvas € pingas € aquecidas a
gm banho marias pov 2 a 5 minutos, ateé o descongelamento totbal
Az ampolas forams. entio. = externamsnts  Com
abertas na camara de Fluxo laminar. Unma pequena
ml  Ffoi rvetirvada para  estimativa do  ndmevo  de
vivas contidas na suspensio apds o descongelamento. apds o
transfeviv-se a3 suspensio para om ouw mais Frascos  de  cultura
previamente identificados. 3 ml de meio Ham=Fi@ completo. =
incubou-se a 379 . por 24 horas. A sequir. substituiu-se 0 meio por
5 ml dee MEM ~ Eagle & o frasco foil reconduzido
observado diarviamente.
procedimentos antevior
eneains com dezesseis ame

(a) concentragio de células contida




cada  ampola de congelamentos (b)) procedimento de congelamantos
tempo de armazenagem antes do descongelamento. e (d?) densidade
célular nos novos langamentos  apods descongelamento.

Frocurou-se avaliar a eficidncia das técnicas o
congslamento e nova o do numero de celulas Viw

descongelament o i Fim de se calcular a  porcentagem  ou

viabilidade das celulas em cada ensaios. & pela taxa de proliferacg
celulary. medida pelo numero de dias para que a cultura ficasse

totalmente confluente,

. Analise Citogenetica

especimes de molossideos nos quais a2 preparagoes
resultaram satisfatorias. analisou-se os  carviotipos
sob microscopio oOpticos em preparagoes covadas classicamente e

submet idas As tecnicas o @ bandamento. investigando-se

document ando-se  pov fotomicrogratias os padroes representativos das

De cromossomos foram classificados segundo movfologia =

Eamanhos de acovdo com  LEVAN et al. (1i%9&64). Fara montagem dos
cariotipos eles foram ovdenados em orvdem decvescente de  tamanhoa
destacando—-ae ol CTYOMOSE0M0S BEMNUEA LS @ pareados. sEgund o
gsimilaridade de forma e tamanho nas preparvagdes sem bandasg, it

segundo a3 homologia no padrio longitudinal de bandas.

Fo Indugio de Sitios Frageis por Bromodesoxiuridina (5-BrdU) e
Afidicolina (AFPC)

Fara o estudo do efeito da incorporagio de S5-BErdl &  AFC
ans  oromossomos foram utilizadas cultur secundarias (réeplicas) de
células de alauns espécimes de rapécies Molossus aters HMolossus
molossus & Eumops glavcinue. mantidas em MEM ~ Eagle enviguecido
20% de soro fetal bovino e suplementado com 129% U/ml de penicilina e

gg/ml de estreptomicina. Parva o teste com  S5-Brdl, saan Fol
adicionada  na final de 20 uM nas 246 horas finais.
conform:  sugevido pov LIN et al. (i984). Fara dete n de sitios
frageis sensiveis a APC. tal composto foi adicionado na concentracio

Q.08 M nas dltimas 24 horas. conforme DJALALI et  al. (1785

1987 . A Fim de evitar a fotolise do DNA nos frascos de cultura gue

A
AVAYAY
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s fovam cobertos com papel aluminio.
ompanhado por wuma cultura controles na gqual
Se-RBydld = AFC.
quebras ou falhas foram pesquisadas em um total de
completas pava cada espécime (1909 nas  preparag
¢ 190 nas preparagoes tratadas) em laminas codificad:
wsualmente com solugio de Giemsa. Para a identificag
lesdes cromossOmicas. procedeu-se A descoloragio da
amina analisada & & reinvestigac " apos  bandamento G i
metatases que apresentaram as altervagoes. A ocovréncia de duas ou

miaig; & S S M UmEa mesma vregiio cromossomicas em pelo menos dois
animais da  mesma espécies ou A expressio em  homozigose  em  uma

ulaa foi considevada como indicador da ocorvéncia

fragils a exemplo do proposto por WURSTER-HILL et al. (i988) e ELDER

& ROBI (198%9). respectivamente. As alteragoes obhsevrvadas Fovam

documentadas por fotomicroarafi:

G. Analise Estatistica

entre s resultados das
condilg 3 de  cultivo anali 3 o2 entre o controle
tratamentos na pesquisa de fragilidade cromossomicaa

o 3 = »(.;..‘ . ol E I T = 4 F o
de Qui-Quadrado (X&) tendo sido fixado em 5% o nivel

da hipdtese de nulidade.

AVA
AVAVAY
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iy

lNistribuigio das frequéncias de amostras semeadas que aderirams que
proliferarams contaminarams. tiveram problemas na colheita & analisadas.
de acordo com o tipo de biopsia, desagregaglo, frasco € meio de cultivo
utilizados.

da
o

Especie

Variaveis Desagregagdn Frasco Keio
gecanica enzimatica Descarplast Costar Corning Ham-F i@ HEH-Eagle

Ne de i

amostras orelha cauda orelha cauda  orelha cauda orelha cauda orelha cauda orelha cauda orelha caudz

E. auripendulus

E. bonariensis

E. glaucinus

E. perotis

H. abrasus

H. temminckii

semeadas (2) i { { {
aderiram (i} {
cresceras (i) {
contasinaram (2}

semeadas (2)
aderiram (2)
cresceram (2)
contaminaram (2}

sezeadas (29)
aderiram (17)
cresceram (16)
contaminaran (1)
problemas (2}
analisadas (4)

i g
- L AT T
M3 MO e =3 =3 =3

segeadas (32)
aderiram ({35)
cresceram (12)
contaminaram ({5)
problemas (2)
analisadas (4)

M o N e

——

sepeadas (2)
aderiran (2)
cresceram (2)
contaminaras (i)
problemas (8}
analisadas (2)

seneadas (29)
aderiran (17)
cresceraa (7)
contaminaran ({3)
problemas (@)
analisadas (2)

semeadas (37)
aderiram {(3¢)
crescerag (23)
contaminaras (9)
problemas (7)
analisadas ({2}

A¥
AVAVEY
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Especie Varidveis Desagregagio
mecanica enzimatica Descarplast Costar Corning Ham-Fié HEH-Eagle
¢ de -
amostras orelha cauda orelha cauda  orelha cauda orelha cauda orelha cauda orelha cauda orelha cauda

K. molossus semeadas (43} if i1 32 3¢
aderiran (32) 3 3 27 23
cresceram (19) {9 {9 té
contaminarae ({4} b 8 7
problemas (2) 2 d

analisadas ({3} i3 {3 {9

N. laticaudatus * semeadas (2} {
aderiram (1) {
cresceras (1) {
contaminaram ({) {

AVA
AVAYEY
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o oamostras gue or

(25%) {foram derivadas

(4% ) foram d g

(&%) enzimaticamente )
am semeadas em frascos lescarpla

(iR em LG ar (50 orelhass 1 cauda)

cultivadas em meio Ham-Fi@
caudal) e (a3e% =T agle (24 orelhas. 3 caudas
(&H1%)Y apresentaram bom crescimento & 33 (39%)

S LImEN

amostras que apresentavam bom desenvolvimento

el

(98%) Foram derivadas
(4% fovram d
cauda) e 3 (&%) enzimaticamentes
(24%) foram =adas em frascos lescarvplast
41 (79U
%) foram cultivadas em meio Ham—-Fi@ e
1asa. 1 caudali

contaminaram durante i aubstituy

foram colhidas com suce

novimals) o material suficisnte pava analis

Eiwveram

to insuficiente (21 contaminaram & 42 estacionaram).

& uma 2%) de caudas

das

mecanicamente (48 orelha

ntaram problemas na colheita 7onormals

con 1‘ a

foram analisadas

12 amostyas com crescimento insuficientes

TOVAam diesagregadas

meadas em frasco Descavplast (3 ovrelhasa
em Costar e & em Cornings
foram cultivadas em meio Ham-Fi@ (7 ovelhas. 1§

MEM~Eagle .
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Observa-se . pela Tabels a3 &7 amostv

39 (58%) contaminaram antes do crescimento (35 orelhas.: 4
caudas), sendo 2 (51i%) por fungo (i7 orelhass:s 3 caudas) & 19 (49%)
por bactérias (i orelhas, 4 canda)y e

i

CARY ) contaminaram  apos o crescimento (25 orelhas.
i2 (43%) por fungo ({4 orelhas. { cauda) e 16
pov bacterias (i4 orelhass 2 caud:
Ma Tabela 4 tao  discriminadas . PO CGPECLIE s

requéncias  de  amostras  que contaminaram antes de aderiv  ou gue
adevivam & que  prolifevan de acorvdo com o local de coleta da
bhiopsiaa do tipo de frasco & de meio de cultivo utilizados. para o
dois meétodos de desagre ) gcidual tentados.

rendimentos dos  dois tipos de desagregagio. verificou-se a5 0 ma

eficiéncia da desagregacgdo mecnicas tanto no aspecto de aderéncia

ratrato como no de proliferacio celular (valores de X©&

agregacio mecinica  foi para  propiciar  a
que o explante necessita para fixav-se a0 substrato  em
T. auripendulus.: E. bonariensis. E. glaucinus.
. perotis, M. abrasus: M. temminckii. M. ater. M. molossus & N.
laticaudatus. Embora as espécies E. perotis ¢ M. temminckii tenham
apresentado menores frequéncias de adesio (54% e 65%) nas amostr:
desagregadas  mecanicamente. a de grEgacian enzimatica propiciou
aumento na frequéncia de adesio do explante apenas nas de
Mo temminckii (75%).
e dados obtidos com 2 amostras desagregsadas
mecanicamente  Fforam  compavadoss  por = de X2, em
demais paradmetrvos considerados neste estudo € os resultados sio
APRYE ntados na Tabela S. Em relagio a frequéncia com que as
amostras  adevivam, nfo houve difevenga na atinidade dos explantes,
independentements de sus Origema substvatos plasticos das
marcas.: assim como também nfo houve influéncia de qualquer dos meios
utilizados. Considervando 50 as culturas a5 quais houve proliferacio
celular.s observou-se que 08 explantes obtidos de biopsia da orelha e
da  cauda  tiveram 2 mesma capacidade de proliferacio T T vitro

(ovelha S93% e cauda 44%). Alem  dissos 2 semelhanga  do observado em

AVA
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Tabela 4. Fequéncia de amostras semeadas(8), aderidas (A). contaminadas antes de
aderir (L) & com prolifevagiao (F), discriminadas pela espécie. local de coleta da

biopsias tipo de frasco e de meio de cultivo utilizadoa. nos casos em gue foi

feita desagregacio mecinica e nos submetidos a desagregacio enzimatica.

Frasco

Descarplast Costar Corning Ham-Fig KEK-Eagle

SACP aCPF SALP SR TP

Desagregagao mecanica

E auripendulus i {
E. bonariensis t {
E. glaucinus {313 13
E. perotis ed13 {4
K. abrasus f 1 {
K. temminckii i3 43
K. ater BT 2
H. Kolossus 43R 219

N. laticaudatus o | {

Total 137 182 7 76 4630 220 BAU 65

Desagregagao enzimatica

E. bonariensis
E. glaucinus
E. perotis

K. abrasus

K. tesminckii
K. ater

K. molossus

Total

AVA
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Tabela S9. variaveis dos

X obtidos da comparagio entre as

Valoves de

parametvos tipo de acaos local de biopsiaa. tipo

Frasco & meio de cultivo.

Com adesido

Com proliferag

celular

tipo de desagregagio
local de biopsia
tipo de frasco

meio de cultivo

tipo de desagregagio
local de biopsia
tipo de frasco

meio de cultivo

unesp

Desc. ¥ Corn. ¥ Cost.
HEM-Eagle x Ham-Fi@

mecanica x enzimatica
orelha ¥ cauda
lesc. ¥ Corn. x Cost.

MEM-Eagle ¥ Ham-Fi@

AVA
AVAVEY
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relagio culturas gque adevivam ao substrvato. embora a frequéncia
de ocrescimento tenha decrescido dos frascos marcas Corning &
Costar para n Nescarplasts 3 diferenga ndo foi significativa.
Outva ¢ que ambos os meios ubtilizadoss ou sejas Ham-Fi@
g MEM-Eagle. foram igualmente suficientes parva propiciar & mantey o

-imento das células in vitros ;ode envi
utilizadas,

&l observacio das frequéncias de adesio e crescimento das

difevrentes =5 =5 mostrouws ainda. que as céelulas das espe

perotis i M. temminclkii Foram  as  gque apresentavam ma iy
dificuldades para o cultivo in vitro.
contaminagdes . deve-se destacar
categorias. QLLE G E - ] SUA OCOVYEncianl
depois da proliferacio celular. As PE O CULE OCOovveram ant
do crescimento se caractevizavam por manifestaglo entre
dia apos a montagem da cultura. = tipo de contamina
decorrentes provavelmente., da presencga de contaminantes na  amostra
sin  inadequadas, ou da wutilizaglo de materiais n
assépticos e do manuseio inadequado durante a montagem da cultura.
As  contaminagOes  gue ocorrveram apos o crescimento celular evam
origem exogena ao materialy ouw seja. evam provavelmente decorvrrentes
de praoblemas ambientais. referentes A assepsia  inadequada das
camaras de Fluxo laminay onde as culturas ervam manipuladas.
problemas na estervilizacio de vidravias ouw solugdes,
contaminantes foram fungos  ou bactéri
die gqualaguery dos tipos. Nos casos de contaminagio
antes  do zsse era de um tipo diferente

ceryvado nas contaminagdes apos o crescimento. No primeiro cnso.

fungo apareceu associado a um fragmento de tecido com pelos, & nio

pelo frascos. como no segundo Ccaso.

2. Desenvolvimento das Culturas

As  observages diarias das culturas mostrars que o0
crescimento ouw prolife celular dniciou-se entre o gquarto e
nitavo dia apods a montagem da cultura. Em alguns casos. as celulas
gue inicialmente crescevam do explante possuiam aspecto epitelidide.

a partir das quais surgiram as celulas Ffibroblastdides (Figura L3
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Ensaios sobre congelamento celular

senvolvidos para wverificar
quails  as S ; : & PAra
presevvacio mais eficiente das : celulares. s820 vesumidos na
Tabels 7 Conftorme Ja descritos foram testadas wvariacfHies na

densidade lular ao congelamentos. no procedimento de
no 't' EmPRo cl g armsa MNadem & na d ens 1 l'.:! a Eil e Ce 1 LL ] ar nos nNnovos : angamen tos

apds o descongelamento. A& concentracio de células contida em  cads

" E . P i y 15 F . £ 5% .
ampols  de congelamento variow de 1.5 2 129 2 3.4 % 109 céluls

procedimento > congelamento consistid no congelamento diveto
ampolas  em nitrogEnio : { 3% ‘Ho
das ampolas z 2QU0C . seguido de transfer&ncia para o boti

[ £ 5
- L

de nitrogsnio nos ensn; 5 o iis ow no vesfriamento prévio

Lol

=~2Q0C seguido de congelamento a ~1800C & ~{94600 nos snsaios & a 10.

oy -y ey
i

0 tempo de armazenagem a —i969C variou de 3 a dias € a densidade
celular nos NDVOS langamentos variow de 3 x 103 g Tasy b L
celulas/ml por frasco.

Os ensaios S, 8 & 2 nRo foram informativos. pois apos

B, = eatavam mortas. & morte
pode &y ocorrido O processo  de congelamento
desconge lamento.

0 tempo de estocagem parece nao ter interferido
viabilidade das células. pois gquando as 2 Fovam congeladas
mesma forma e E wdas pov tempos diferentes. como nos ensaios
& 12 (4¢., 40 & {2 dias. respectivamente) a viabilidade $ficou
33 e 90X%. sendo que a maiovy taxa de wviabilidade Foi encontyada
ensalo 7. oum dos quais em gue 0 matervial ficou mais tempo ¢ ocado.,

0 periodo de estoc =m parece também nAo ter interferido
na taxa de proliferagio das células. tendo em vista os
dos ensaios & = 16, nos  quals iy - e

semelhantes de células (ensaio &= 1.2 o 109 cédlulas/ml v ENsain 1@ =
f44 ® £09 células/ml). quando estocadas por tempos diferentes no
nitrogénio liguido (40 e iP dias respectivamente)s apresentaram  uma
baxa proliferagio semelhante. alcangando 120% e confluéncia
entre 2 & 9 dias. Os & 10% = i, embora com densida

9 b L ' -y 5 .‘ 15 o F el s
Llares diferentes (Haid ¥ i s H 19 celulas/ml).a fp iy Em




Tabela 7. Densidade celular das culturas congeladas & condigdes de

congelamento aplicadas a cada ensaio. SC= sem crescimentosl

contaminagio.

Ensaio  Amostra Estimativa do n¢ de celulas vivas Temperatura (:C) Tempo de  VYiabili- Tempo de Contluencia
estocagen dade (¥)  observagao 44

por ampola  apos descon-  por ml/frasco apos -2 -18% -i%  (dias)

(1,5 ml} aelamento langamento

CFC98-1 {,5xi8°  {,5xi04 3,0x40°

{,oxi®d  2,ext0t 4,0%103

c
{,7x409 {y5xied 3,00103

700 2,0ut0t 400103

CFCLe-1  2,0xi@9

CFLi18-2

CFCISS-1  f,Bx106 {y2x149

CrCics-2

CFLI2S-3  4y2xi09 35 ixi® §yoxied
CFC125-4

CFCio8-1  {,0xi0
CFLi28-2

OFCIR9-1  f.7xie

CFCi40-1 3,406 f,ixteb
CFLi40-2

CFCi96-1
CFCi56-2
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5 O
i

congelados da mesma Ffovma & estocados po s diferent:s
dias. I € ivamente)s também alcangaram uma taxa de  proli
gemelhant e atingindo 120% de confluéncia
“tivamente.
56508 de : foram eficazess ou 2R
gquando  as dos  eEnsalos Lo @2a A4n Aa Tu 19 & il foram
apazes de reconstituir a cultura.
entanto. s dois svyocedimentos  gque envolveram O 0 Congs
moderado (2000 & ~1949C nos ensaios 2. 4 & 14, & -200C, ~1800C
OO0 nos ensalios . 7 & 10) foram os que resultaram nas o maior
Frequencias Yl ivas apos descongelamento.
densidade celular =m torno de 320 0x 103 célul fml
inadequada para o inicio da culturas pois as células
ocupar um tergo da superficie de 25

cevea de 35% de confluéncias nos 40
BLLS R EN s celulares com densidade em torno de 4 x
foram capa de reproduzic uma proliferando
(7% de conPludnecia) da superficie
apos o langamento.
Apresentaram. Togo  apos
langamento 3 a 4 ¢ L) . o relativamente bom de  metaf

L diminwin [ 1Y = 1EC OV Y ey dios dias oy outro ladoa

-~ 2 2 o . =
com valores em torno de 4.2 x 0% a 1.5 % iev

mostraram-se melhores parva iniciary uma cultura. forrvando
3, super ficie de ore imento do iy of n1b] NN atingindo
\ : Y

confluéncia total, em @ a 9 dias apods o langamento (ensaios &,

12 = 1)
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F. Estudo Citogenético em Molossideos

i. Descrigio dos Cariotipos das Espécies Analisadas

Ds molossid g ogue ocorvem no Brasil peviencem aos g
Fumops. Molossops. Molossus.: Nyctinomops. Fromopse ¢ Tadarida.
animais dos  géneros  Eumopss. Molossus: Nyctinomops. PFromops
Tadarida apresentam. o caracteristica morfologica  comums.

lhas unidas em suas borvdas intevnas por uma faixa membranosas

e diferencia dos animais Q& Molossopss gue apyre
orvelhas  com bovds internas distintamente separvadas. Tadarida
Nyctinomops =30 facilmente distinguidos dos demais por possulivem
labio superior vincado com sulcos profundos. Essas e oukras

caracteristicas morfoldgicas. como colovacio. comprimento da caunda,
Forma > tamanhko do trago & antitrago., formula dentaria e estrutura
bs P gt dentes g = omedidas  externas & cranianas VAo =1
diferenciar as espécies dentro de cada um dos géneross evidenciando
A ampla variacio que  nem  sempre € observada nos  padrd
cromossdmicos analisados para algumas espécies.

& Tabela 8 apresenta a classificacio dos 32 espéecimes
ubilizados para esea analise e as informagdes em relagio as tecnicas
citogeneticas empregadas.

A eapé 2 Fumops auripendulus possuil tamanho intermediarvio
(antebrago: an= S8-&3 mm) o & ropecles de Eumops &
apresenta uma pelagem mavcante pels sus coloragiao negra para
dorso-ventralmente (VIZOTTO & TALDEI . 197: : cariotipo
auripenduluss analisado a partiv de cé da medula

emplar macho e ilustvado na Figura 3, possui ndmero dipldide
G igual a A2 (En=42) & numevo fundamental igual
Constitui-se de nove pares de cromossomos metacéntricos e
1tricos grande ou médios (L a 4, 6 & 74 9 a 11). dois
de subtelocéntricos médios (5 & 8). sendo o maior porvtador de
uma, constricio  secundiaria & satélites nos bragos curtos. = nove
rares de acrocéntricos meéedios ou p (i2 a 29). 0 cromo
wm submetacéntrico médio & o Y um acrocéEntrico pequeno.
Em velagio A espécie E. bonarviensis, as preparagoes
ula 4 g das biopsias ndo forneceram matervial adequado para

analise citogenética.




Informagfes o imes  de molos

estudados em relagio a classificacHo taxondmicas

tecnicas citogenéticas vegadas. M=

Nty o

exemplares ubtilizada (%)

FEumops auvipendulus

Eumops glaucinus 4 Ml 4F AalaC
FEumops perotis e 2Ma Ak “AaBaC
Molossops abrasus i, F AR C
Molossops temminckii e it AaBaC
Molossus ater i@ SHaSF Faliallsll
Molossus molossus N 1\ Pt AsBaCal
Nyctinomops laticaudatus i AaBa0

bandamento BTGE: C= bandamento CRGS
bandament o
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I 5 i Eumops glaucinus. tambeém o tamanho
intermedidrio (an= 57 - 41§ i)s diferencia-se movrfologicamente de E.
auripendulus com rvelagdo ao tamanho & forma do trago (apéndice
membranoso. evetos disposto na entrada do conduto auditivols & dos
dentes pré-molarves, & possul a colovagio do pelo parvda-acinzentada.
mais clara na redifo ventral (VIZOTTO & TADDEIL. 1973). A analis
cromossomica vealizada em quatvo espécimes (trfs machos e uma fémea)
revelouw 2n=4@ e NF=44. Seu cariotipo constitui-se de doze
cromossomos  metacéEntricos e submetacéEntvicos com tamanhos varidve
de arandes a médios (4L a 182}, um par de subtelocéntricos médios (43
e seis pares de acvocentricos medios A peqUeEnos (14 =
cromossomo X & um submetacéntiri de tamanho médio e o Y
acyocentvico  pEquUEno (Figura 4.4). As regides organizadoras
nucléolos (RONs) localizam-se 1ws  bhragos curtos dos  pares
submetacéntricos 7 8o P e tambeém no teldmevo do brago longo
menoy par de acrocéntricos (Figura 4.B).

padrio de bandas G de Eumops glaucinus & mostrado
Figura 5S.48. A hetervrocvomatina constitutiva. evidenciada pela banda
G aparece z de todos 08 CYOmMOSSOMOS .
regioes  pevicentvomericas & bragos curtos dos pares Y. 8. 9 o2
no brago longo do cromossomo Y (Figuvra S.8H).

s morvcegos de maior tamanho entre os lossideos (an=74
B8 mm) pervtencem A espécie Eumops perotis (VIZOTTD & TADDREI. 1973)
A4 analise coromossdmica em trés exemplares (8 machos e 4 F&m
rieveElon que o carvidtipo de A sspéecis. apresentado na

possuil  Bn=4a8 e MNF=%8. Constitui-se por Par

ﬁuhmetg'éntricwu mLrito grandes (1)

medios (By 4 ¢ 7). dois pares de subteloc tricos medios
ssete pares de acvocéntricos médios a pequenos
i4 a 23). 0 cromossomo X & um submetacéntvico de tamanho médio
Y um acrocéntrico pequenn. Nessa esp 2oas ROWNs localizam-
giflo proximal do brago longo do cromossomo acvocéntvico
da constrigio secunddaria (Figura &4.B)s que apr
omorfismo de tamanho.
0 padrio de bandas G de E. perotis € apresentado na Figura
a distvibuigio da heterocrvomatina constitubtiva, gque aparece

nas regloes centromericas dos Cromossom « & ilustrada na
7«8,
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=8
‘0 Molossopsas a yecie M. abrasus &
qui apresenta maior tamanho (an= 43.5 -~ 46 mm) (VIZOTTO & TADDET,

1973, Sua constituicio cromc pmica caracteviza-se por 2n=34 e

NF=&4 o havendo il = pares e O OIS B IO S metacéntricos

"

subme entricos tamanhos variados de grandes a | R
subtelocentricos grandes (3) treEs par

medios 11 g e  i4) & dois pares
pequenos (19 e 14). 0 cromossomo X & provavelmente
um  submetacéntrvico médio & o cromossomo Y nfo pode ser identificado
pois o unico exemp lar analisado era fEmeas (Figura 8.4). e RDRNs
localizadas nas extremidades dos bragos curtos dos by pPares
medins g4y i, 14 2 dos  doils parves  de

pequenos (15 ¢ 46) (Figura 8.R).

A Figura 9.4 apr snta o padrio de bandas G de M. abrasus
padrian  de bandas Ca. encontrado na Figura 2.8 revelow  que
heterocromatina  constitutiva distribui-se na regifio centromérvica de
todos cromossomos @ no teldmero do bragco curto do  par
asyubtelocEntricos.

A ie e teris a de menor
tamanho entve as ¢ seu cariotipo
diferente do de seu c ] abrasus. & analise cromos
dois exemplares ({ macho ¢ i Témea) dessa espécie mostrou que
PSS 2n=48 & NF=464 (Figura 1@.48): & o cariotipo & constituido
um  par de cromossomos submetacéntricos grandes (4). dois pares
b me : loos médios 2 e 7). trés pares de subtelocéntricos
medios (8. 1@, L8, um pavy de PEgqueEnos (2@
depecseis sares de acrocéntricos médios a peguenos (3 o b
i?, 21 a 23). 0 somo X & um subtelocéntrico médio
subtelocéntrico pequeno. ds R 3 esh localizadas em btrés pares

subtelocéntricos! nas extremidades dos bragos curtos
maior par de subtelocéEntyicos (o pay 4) .
brago cuwrto do par 9 e na extremidade do brago curto do par
“igura 19.R) .,
de bandas 6 de M. temminckii ¢ apresentado na
ii.A. A heterocromatina constitubtiva & centromévrica & aparece

*
]

tambem no byago curto do par 49 (Figura 14.8).
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&3

pécies do género Molossus analisadas. Molossus
e Molossus molossus. o semelhantes morfologicamente & diferem
do génevo Eumops quanto ao numevo de dentes incisivos. A espécie
ater & de maiov tamanho (an=47 - 52,5 mm & an= 34 - 44 mm para
molossus) (VIZOTTO & TADLDEI. 4973). Analisou-
dessa  espécie (% machos & % Témeas). f : i.é mostra
cariotipo wsual de M. ater (Pn=48 & NF=64). que se constitui de
par de submetacéntricos muito garandes (1)
submetacéntricos médios (Ps 4 & 7). cinco par ol
variando em  tamanho le médios a pequenos (8. 104 4 e 20) e
gquatorae pares S P ¥ ol o ntricos. tambem vaviando em  tamanho  de
a pequenos (3. H5a b P 11 12: 14 a 16, 18,
cromossoms X & um submetacéntvico de tamanho médio =
gsubtelocéntrico pequeno. Nesss : A RONs localizam~se
constvicio secundidrias do brago  longo do  segundo maiorv  par
acrocentricoss o numeveo 5 (Figura 1P.H)y que similarmente ao par
de E. perotis também apresenta heteromovfismo de tamanho.
G é apresentado na Figura 13.4 & 0 seu

na Figura 13.8. A hetevocromatina constitutiva em

& no ol longo do crvomossomo Y

i r

yiotipo de Molossus molossus
sapecimes (5 machos & % Féme

ater. apr =nta 2n=48 ¢ NF=&64. Seu SE POy um

par de asubmetacéntricos muito grandes (i bres pares

submetacent el 5 medios (2, e 7)a cinco pares de subtelocéntvicos
variando em  tamanho de medios a pequenos (8.
quatorze » de acvocéntricos médios ouw peguenos (2.
i85 14 a 16, 18, 19 24 a 23). 0 cromossomo X & um  subme
médio (Figura 15.4) & o Y um subtelocéntrico pequeno (Figura 14)
RONs  est@o localizadas na constrigfo secunddria do brago longo do
par de acvoc@ntricos S. no local da constrigio secunddria (Figura
15.8), também com hetevomorfismo de tamanho.

N padrio de s G & K de M. molossus & semelhants
e ater (Figura 14&.8 = : im como a hetevocvomatina

que € restrita s regides centroméricas de todos

ao brago longo do cromossomo ¥ (Figura
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laticaudatus 1ha
a M. ater & & pouco maior que M. abrasus.
melhante & de Molossusa. com

Nyctinomops

constituigian cromo
de medula

smp 1 ar macho, Lim anr

CY OmQ s b met arc
sl me
variando = QL
ANAO

submetaceEntrice 1ec 10 Y um acrocéntri
"ganizadoras ] localizam-se na extremidade
acrocéntricos o T8 s

19.8 apr =nta
laticaudatus “ibhudg de hetevooromatins

centromér] em todos

0% CTOMOSSOMOS 1‘.::' mostrada

apegnas
Fiamo no tamanho da secund E'-.i ria

cyomosesmioo
srvado na

M. ater & M. molossus pode

também se observam diferengas no  tamanho dasg

nica de colorag

poy nitrato

Identificagio de Homologias Cromossdmicas
=nta grande similarvidade com

Molossus apre
brasiliensis (BAKER et

observados pava Tadarida

ant covvendo

no Velho Mundo . cancle

ﬁ_ .;. "y I,.:ll Y

ateyr COomo
homoloa

nas  Figur
Molossus analisada. ou M.
nivel de resolu analisados padrio
M. atevs com homologia
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Fan Cromossomico 9 evidenci ) o heteromor fismo  no

tamanho da constvigio secunddria e das RONs (sebkas)

entre

homdlogos. A M. aters B M. : I perotis.
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74

A& espécie N. laticaudatus diferiu no seu padrio de bandas
Ga em relacgio 20 de M. aters aparentemente apenas pory uma Inver
pericéntrica ocorrida no  par cromossomico 9. conforme tambeém
observado no cocromossomo 11 e D. ve sctivamentes. das espécies M.
abrasus & M. temminckii. Essa inversfo altevou a localizacio das
RONg 4 qUE PASSOU A SEey terminal NESEAs S espeécies.
identificacsao de  homologia entve o0 seus cromossomos Y
possivel . devide pequeno tamanho do Y de N. laticaudatus.

handas G de E. pevotis quando comparvado com

de M. netrou extensa homologiaa. gue S0 ndo pavecs sev completa
POV ague @ EEPECLE apresenta os bragos curtos eucromaticos dos
i

- =DIMO %S subteloo: Ba 10w

ENTAT o no  Cromo 111l 159 peguenos

evidenciados no 1% de M. ater.
homologias nos padroes de bandas G de M. temminckii com
M. ater si3no tambeém evidentess. envolvendo wvarios CYONMDSS0Mos
O pares L. 22 3. s Ba 12 15. 16 17, 18 19
M. temminclkiis que mostyam homologias  com

MESMOS dee Me aters o par 4 que parece ser homdlogo
aters = 0 par 9 gue & homadlogo ao % de M. ateras po

£ 0m inversio pervicéntrica. Para 08 cromossomos 4.

f 4. ¥ e Y de temminckiis nada se pode concluiv em relaglo aos

CYOmMOSE0mos e ater.
Embora as & ies M. abrasus & M. ater pc LA NUMEY OS5
de  Cromossomos, pode-ge identificar homologias
Py wmente b Loo0E CBEWE OV OMOSS0m0s 4 Unica excecio & o par 5 de
M. abrasus. que nio apresentou homologia com gualquer cromossomo de
M. ater. D cvomossomos L. 10. 12s 14, 15, 16 € X de M. abrasus
parecem ser homologos aons pares L. 4. 190, 13, 20s 22 € X de M. ater.
cvomoassoms 4 de M.abrasus a e lha~se ao B M. aters povem
invertido pevicentryicamsnte.a =0 CTOMOSSE i3 de M. abrasus
emelha-se  ao 7 de M. aters povém invertido paracentvicamente. 0=
outyros somos  de M. ater. & excegio do cromossomo ¥ gue
apresent ou homologia em M. abrasus. APATVECEN  NESSA
rearvanjados diferentemente. 0 cromossomo 2 de M. abrasus
provavelmente orviginouw-se  da f o dos ocrom omos 18 & 3 de M.

ater. o cromossomo 3 da Fusao i4 com o 8 invertidos

LV,
1 2 3 4 5 6 7 unesp“l 12 1 24 1a 1o 31 18§
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que o de aters o0os cromo
er resultado simplesmente
GUNS Cromos de Ma ater puderam
cromossomicos em E. glaucinus. como foi

de M. ater s GqUE PR ESEN

pectivamente. 08 bragos curtos dos oromossomos

glaucinus.
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Tabela 9. Comparacio das caracteristicas cromossOmicas entre as espeécies. A=
acrocéntrico. SM= submetacéntrico. 8T= subtelocéntrico. 0s numeros
dentro dos parénteses referem-se aos cromossomos de M.

*¥= cromossomo portador da RON.

Heterocro- Posigio da  Homologias identificadas com H. ater
mtina RON

centromérica intercalar § 2 3 4 5§ { f 5 16 17 1819

e of 22 2iXed

K. molossus g & T centromérica intercalar (1), 2(2), 3(3), 4(4), 5*(5%), 404}, T(T), B(B), D), f0U10),
{10143, (20ie), 130130, 4084, 15045), 18044}, L704N), {BU18),
19(19), 20(20), 20(21), 22(22), 23(23) X(X},

N. laticaudatus b4 { centrosérica  terminal (1), 2(2), 3(3), 4(4), S(Sinv.), 606}, (), B(B), 9(9), LRL10),
{41, 12012}, 13(13), 14084), 15015}, L8(ie), 17047), 1BU18),
{9(19), 20(2e}, 21(21), 22(22), 23(23), XX}

E. perotis , \ centromérica  intercalar {(1)y 2(2), 3(3), 404}, S*(SY), 4(6), T(T), B(Bq), 909}, 10(ikg),
{114, 2012}, 13413}, 14014, 15077150, L6018}, 17(174)y
18(18), {919}, 20(20q), 2121}, 22(22), 23(23), X{X}y Y{Yq)

. temminckii &4 8T ST centromerica  terminal (1), 202}, 33}, £, FGiav Y 69, T, 848, A,
terainal 18071, 11070}, {2042),43(%), {4(7), 15043}, 4(14), 17(47),
{6(18), 19019}, 2o(2d), 2i(21), 22(22), 23(23)

7 centromerica  terminal f(1), 201273}y 3(14/8Binv.), 4(17/18), 5(7), 6(2q/2p-23),y
terainal 7019/14) 802476}, 9(18/45),10(4), {1} (Sinv. 8}, (2%(10),

13(7inv. ), 14%(13), 158200, 16%(20), XOX)

E. glaucinus &4 S A centromerica terainal {(7/6), 2083/7), 3(12/7), 4(2/3)y 5(7), &(15/7), TR(2R/T), BH(T),
intercalar 971, 10(7), 1107}, 12070, 13(7), 14048}, {507}, f8(7), 170I7),

terminal 18(7), 19%4(7)

AVA"AV
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3. Pesquisa de Fragilidade Cromossomica

”

=1ficay 2 QCOT T ENDLE
movecegoss induzida por S-bromode
A Foram analisadas culturas de
s gpepécies de molossideos frequentemente
Molossus aters. M. molossus & Eumops glaucinus.
inados na Tabela 40 pela espéoi
frequé
anomalias e de alteragdes ol vl
ywam desenvolvidas ST Aas com e qmobtrvatamento
quUImMicos. Em alguns casos. uma mesma cultura controle
para os dois btratamentos.
Obheserva-se na  Tabels 1t que a fregquencis Fotal
anomalias ol seEy 3,45 : o quebhras cromatidic

Cromossomilcas) controle  nos tratamentos com S-Brdll  nEo

PECimes

levadas  em gualquer dos Nos cinco
M. ater., e i total de 489 e H00 metafases analisadasa
spectivamente  e&m cultuwras ¢ ; 2e @ btratadas com S-BrdU. apens
(D . AKY & 18 me . L3.46%) 2ntavram anomaliasas totalizando
20 quebras ou falhas cromatidicas ou cromossi “e &M cada  oums
condighies Nps gquatro 2 L s = M. molossus. 4 metaf
analisadas pavra os o s AP =ntavam wm
(A4.8%). de 400 analisadas para
culturas  tratadas, apresentaram  um total de 19 altera
relagio A especie E. glaucinus.: foi analisado apenas um exemplar
ndo  se obsey quer anomalia nas 100 met:

controle. Vo tratamento com H5-Brdll. observoues

em 47 R s com um total

o Ay ad : r incias totais de metad

anomalias entre 0 & 0% : com Brdll.,. rejeilta-:
hipotese de igualdade ( = B.935 4gl} Yo 0 que indica que
agente guimico induziu altevag Y ) Y W LA COnCEr
que fol usado.
10 analisar 0s  dados { Tabels 10 referentes A
tratamento  ocom AFC. wverifi T CULE i composto quimico foi  mais
[ e

efetivo na induglo de abevvagdes cromossoOmicas que a S-Brdl. En M.

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp“l 12 1 24 1a 1o 31 18§



um total de 381 metafases analisadas nas
Fa% ) apresentaram altersa e5,. Em 453 metafases a
molossus . S apresentars alteragdes 194a5%%0a & &m glaucinus
T DL, S A atases 1%y, emoum total de 4O
analisadas. As frequéncias de
do  tratamento com APC das trés espeécies foram 46
nas 374 analisadas de M. ater. 8 (A.8%) nas 5060 anali
molossus & 7 (7%) nas 100 analisadas de E. glaucinus.
verificar-se, também, gque o numero total
nos controles & 99 nos tratamentos. &m M. ater:
controles & 7% nos tratamentos. em M. molossus & &8 no tratamento
controle, em E. glaucinus) & superior ao numevo de metdfas
tanto nos controles ihHy 24 = 7)Y como nos tratados
&Y. Isso indica a ocorréncia de mais de uma alteraglo
algumas das metafa , 0 que se dew tanto pela manifestacic
alteragoes &m I oes cromossomicas  diferente
e owma determinada alteracio em homozigo
comparacan das frequéncias de alteragoes observadas nos
nos tratamento AFCy no total de especimes. most rouw
grupos  diferivam  significativamente (X el IR
diferenga foi bastante evidente nos Eap e mes
CFCi29 & CFCi35 de M. ater. CFCi02. CFCi®3 e CFLCiS56 de M.
eono unico exemplar de E. glaucinus.
et Tabela 11 ot e s distribuicio ] anomalias
encontradas no  tratamento com  S-Brdl
cspecics analisadas. de acordo com o tipo
sesque  das 20 anomalias detectadas nos cinco C M ater
analisados, 9 Foram quebras. sendo 9 crvomatidic w4 cromosstmic
i1 foram falhass & cromatidicas € 5 cromossomicas. Com relaciio aos
-imes de M. molossus obser: s que  das L9 alteracies
encontradas nas celulas dos quatvo espécimess. 7 foram quebyras
cromatidicas & 3 ocromo micas) & 12 Fforam falhas (9 cromatidicas
=. glavcinus apresentou duas fa’

(Lma CrOmdss 1‘} mica & uma cromat '.Ii dical) & uma gquebra cromo Omica.

entos comuns forams portantos. as falhas do tipo cromatidic

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp“l 12 1 24 1a 1o 31 18§



2. Discriminagio

por especie dos exemplares analisados e tipo de

tratamento empregados. ndmero de metafases analisadas & com anumilitn e

numero

de

anomalias encontradas nos dois tratamentos.

!
a-Brdl=

bromodesoxiuridinas APC= afidicolina: C= controles T= tratamento.

Especie

Exemplar

Tratamento

I-Brdu APC

N° get. andmalas X' de anom.  N° met, anal., N° met, andmalas

( T €T L T £ I T 1%

Holossus ater

Holossus molossus

CFCSt
CFES
CFCa3
RIWT
CFC&8
CFCi04
CFCie9
CFCI35
CFCi36

(1,0 5 (5,0
(8,8) (1,8
(1,1} (1,8}
(1,8 (4,0)
(6,8) 3 (3,8

(2,6)

CFC48
CFC33
CFCS
CFCige
CFCie3

reriaT

LiLigs

rErEL
LrLlao

({,8) 7
(4,8) 4
(12,3
(29,8)

am
{1847}

(3,9}
g it 74
(1,8} 18! { i (1,8}

Total

(3,8) 19 (11,3)

Eusops glaucinus

CrCife
CFCidf

(18,8)
0 (0,0 2

Total

(8,0} 2 ’ (16,0)

(1,8) 39

5

6

amuhv

;. UNesSP 13 14 15 16 17 18



Cinco rvegid
menons 2% das cé f9 proximal 2% das Tul
iano (2% células controle de CFCSS).
tratadas 1e 14)s f9 distal (2%
“LABY .y Bag mediano (Fa7% das celulas tratadas do
whradas na Figura 24.4. Contudos. nenhuma delas satisfaz
tabelecidos para a classificacio de um sitio frigils

am omals de o o cvem observadas

pela Tabela 12 a semelhanga do
ratamento com S-Brdl. os e 1H0s m: - comuns entre as altera
oheservadas apds tratamento com AFC foram falhas,: porém nesse
tipo orome nica. No entantos as guebras cromossomics:
qram oem frequéncia elevads entre as alteragd
saentaram
Cratamentos com

e sEguint

SR preenchervam  as  condig

mediano. que apar &L i quebras em

animais da e i M. molossus
manifestadas em homozi =@M LR Iula tratada de
classitficada como

sitio frigil sensivel 3 APC. E apenas o animal

CFCL24 : 1as = celulas  tratadas,

meEdianos que apresentou alterada em ¢

CFC 19 = LFCA35 de M. aterva i sl

controli e tratadas do animal CF

‘contvrole do animal CFCi03, ambos da espécie M. molossus.

Devido & Ffrequéno
conktrole do tratamento com AFC de

foi classificada como

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp“l 12 1 24 1a 1o 31 18§



cm

Ensalos

LI

apenas

homozigose

CFCE

Frequiéncis

nas

Com

wom

e

medianos

S3 £

G5 ltnlilw

{E

que

i

tanto

Nnias

A (INE W]

plar

s

ol

de

nha aparecido

M« ater (CECH

2lulas. Fois

M.

molossus (CFT

regifio apresentou uma frequéncis minima de

&im

maxima

Frequéncias

6

7

de

(ng )

sxemplar CFCieR

SR oEm oo : controle do  exemnpl:

M. molossus. As maiorves Ffreguéncias
B.4%, respectivamente)

(M. ater

Mmoo Lma
ntrole acEmp 1ay
lulas controle e
ayv de M. molossus (CFC
tratamento com Brdld  uma
A A BEER rEglRo foi

spontAnen @ Aakc.

tratamentos
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Espécie

Fregquéncias = tipos

e qor om s von ool son o s
tratadas com

Nnas
analisados

Eepécime N de metdfases Quebras

Falhas Total de

analisadas
Cromat. Cromos.

Total

alteragoes
Cromat, Cromos. Total

Holossus ater

CrCé8

Total

Holossus molossus

CrC48

CFCS3

CFC&5

CFCide

Total

Eusops glaucinus

CFCi4d

AVA
AVAYEY

3 4 5 6 7 unesp“l 12 18 24 13 16

1

18



tipos das
o]

com

Especize N de metafases
analisadas

fFalhas

Total

Comat. Cosmos.

Total

Holossus ater

Total de

alteragoes

Holossus molossus

CFCE37

CFCIS6

CFCise

Eumops glaucinus

7

unesp

AVA
AVAYEY
h/

I 12

13

14

1.5

16

1

18



foram

nas cu it

afidicolina (4

Regido Kolossus ater

Holossus molossus

Crom0ssomica
CFCi09 CFCE3S

CFCE3s

CFCie3 FCL7 f CFie2

sediano
mediano-distal

g proximal-sediano

proximal

; mediano

gediano

q sediang
B9 mediano-distal
{89 proximal-mediano
féq mediano

28g medlano

Xq mediano

SH medio q mediano

Acro.medio g sediano

1 2 3 4 5 6 7
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Fegibes or veeOmicas que apresentaram altevagdes em pelo

Mmenos 2h odas celulas. Al Mo controle ¢ no tratamento com

a-pydls By Reconhecidas como sitio frdgil no controls o

no tratamento =Yl
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IV. DISCUSSAD

A. CondigOes de Cultivo

As  céelulas em cultura fornecem um material extremamente

util  para sstudos em diferentes arcas. @ possibilitam 3 vrealizacHo

de ums sérig de investigacdecs bioldgicas. entre as quais & analise
5

die  cavacteristicas qualitativas, como a morfologia celular @ o
conteudo  cromeossémico. Foréms no planejamento dos experimentos  com
culturas celulaves € imporvtants o veconhecimento 2 o estabelecimento
das condi¢bes propicias parg a proliferaciko celular.

Com sste estudos conssguiu-s: dmplantsr 2 metodologias  do
cultive de fibroblastos de morcegos no Laboratorio de Citogenétics
de Veritebrados  do HDepavitamento de Biologis do  IBILCE .  UNZER .
apesar de ainda haverem alauns problemas metodoldeicos @ SEreEm
vencidos., 0 principal deles vefere-se 3 contaminacio micvobioldgica
das cuwlturae e o outvo refere-se e difTiculdades especificas com
detarminadas & % qui  provavelmente vefletewm  uvma variagio
intcrcapecifica na resposta acs procedimentos de cultivo.

Culturas primarias de fibroblastos podem ser obhtidas da
prol}liferscio de célulxs = partirv de fragmentos de alguns tecidos.
coma o cartilaginoso & o epiteliale que  s8o vicos em celulas
fibroblastdides., Hos ensaios referentcs &8 condigdes de cultura,
neste estudos fovam wtilizados fraguentos de orelhas rvicos om
celulas cartilzginosas ¢ epiteliads, assim como de membrana do
plagiopatdgio (asa) = de coudas vicozs 2w células spiteliais. Da
membrana da asa foi utilizada apenas umx zmostra e elx ndo aderiu zo
substyato apds  processamsnto  mecinico.  por  iss0  nada e pode
concluir sobre tal material. Em relacio & orclha ¢ caudas verificou-

que  ambas  contém tecidos que pevmitivam o desenvolvimento de
culturas de fibhroblastos.

Exietem: como ja referido na IntrodugiZo. véarias técnicas
die dniciacio de culturas primaviaz. Pava 2 montagem da wmaioris das
culturas de fibvoblastos doo moveegoe ora analisados. fol usada =
técnica de semeaduvs, de explantes: com os fragmentos de tecido seondo
desagregados mecanicamente. Essa tconica mostrou-se util e adequadas

uma vEE quee 98% das amostras que adevivam haviam sido proceszadas

A'A"AY

1 2 3 4 5 6 7 unespw 12 1 24 1a 1o 31 18§



pov oexplants gy dessasy A74 cvescevam satisfatoriamente.

A desaareaacio enzimati scleciona células resistentes ao
metodo  de desagregacio mecﬁnica, mas quE 380 capazes de se ligavem.
posteriovrmentc,: wo substrato. Ela foi utilizads em um nudmero menor
de amostyas o obhservado foi gue %04 das  amostvas processadas
enzimaticamente =adevivams e dessas 308 crescorvam satisfatoriamente.

IR resultados  deste estudo mostvavam  qus  ambos 0%
procedimentos possibilitaram a obten¢fo de culturaze de fibroblastos
dee moveegois. Entretantos a téonica de desagregscio enzimatica. por
envolver o uso de enzimas protecoliticas como & colagenase. &
dispendioss: devendo ser aplicads  somente no:  casos  em que
desagregacio mecdnica nio for satisfatdria.

Da  mesma forms que o Lipo de biopsias o de decagregacio
interferem no succsso das culturas de células: o substrato de
cultivo celulars aqui vepresentado pelo  frasco de culturs. deve
apresentar  we condigdes nececssarias pars que e células se fixem e
inicienm 0 cvescimeEnto. A& maioris das celulas  de vertebrados
cultivadas in wvitro crescem em monocamada sobre um  substrato

artificial: que pode ser de vidro ou pléstico. Os frascos plasticoc

dee poliestiveno =80 os mais comumente usados e £8m a vantagem  de

sevem  esterilizadoe pelo fabricante: gervalmente por ivradiacifo. n¥o
dizvendo conter  substincias  toxicas  gque  possam  influenciar  as
culturas. As tvée mavcas de frascos wtilizadas nos ensxios. ou HEEIR .
Descarplast, Costar @ Cornings confeccionadas om poliestivenos
forneceram we condi¢des nECessSaArias pPara que as células aderissem @
prolifevassem. U3 motivos pelos quais os frascos Coster @ Corning
pevmiticam uma mzior  frequéncia  de adesfo & crescimento doe
explantes, BAPEEHYT de que a diferenca nio foi considerads
estaticticamente significativa: devem estar relacionados com =
propria constituwicio ou qualidede do0 vecipients.

As células podem sobreviver por curtos peviodoe de  tempo
em solugEo  salina  tamponada, mas  para  uma sobrevivéncia mais
prolongads s8o0 necessdvios outvos fatores normalmente presentes  no
plasmas que podem sev substituddos por misturas sintéticas, capazes
de  prolongar = sobrevivéncia das células. Fseas misturas constituem
g meioz: de cultura, gue 50 tambéwm de fundamental impovidncis  ao

cultive celular in wvitro.
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0 omein basico de cultivo deve substituivy o meio natursl
suetentar o crescimento celular.  Fuara ideso. deve fter em sua
composicio o3 constituintes wminimos oscessarios ¢ eesenciais a0
metabolisno celular. Fntre eles, podemos citar 0% aminoacidos: &s
vitaminass. 9% siiz inorvgdnicos & a2 glicose. As célulss de mamifsvos
em cultuva vequerem  doze smineacidos gesEncials! AV OANINE .
histidina, taoleucing, Teucinas lisins, meh loning. Fenllalaning.
treoning: triptofanc, velina, cistina € tirosina. Esses aminoicidos
constitusm o winimo requerido pelas célulos. was 8 waitovia delas

decenvolve-se mielhor & rresenew de outroe aminodcd dos . que 880

importantes pavs 3 sintese de proteinas & de dcidos nucléicos. A

maiocria das wvitzminas essenciads pevtence ao arupo B e quase  todas
280 parte  integral  de cosnzimas velacionadas com o metabolismo
celular. A alicose € & fonte mais comum de carboidratos & energin.
Entve os sais: cuda funcio € contvibuiv na osmolalidade do meios
destacam-ce principalmente os de sodio, potiseio:. magnésios calcios
clavo e oubyros (PRESHNEY . 149370,

Além dogs componentes essenciade para o cultivo celular Jj&
citados. grande pavie das células requery 3 suplamentacio do wmeio com
soros sendo o sove fetal bovino o mais comumente wsado. O papcl  do
sovo animal  nas  culturss & sinds  conbtyvoversoy mas  pouquissimas
células crescem na sua suséncia e mesmo quando o crescimento ocorre:
e & sempys wmelhovado  se fov o adicionado sovo Ao meio. 0 sSo0vo
constitui & fonte de determinadas proteinas. como albumings
globulina = fetuina, que pavecsm auxiliar ou pyomover 3 adevéncia
celular e inibhiv & wcR0 de enzimas proteoliticas como a tripsina.
Apvesents. tambeme em sus constituicio. polipeptideos COmD 08
fatores de ¢rescimento devivados de plaquetase e  fatorcs de
crescimento  de Fibroblastos. hovednios como 3 hidvocortisons &  de
crescimento.  minervais € substéncias ques em condigbes especiris.
inibemwm & proliferacio celulay (FRESHNLY. i987:.

i wvariacfo nas propoveies doe elementos csseEncizis na
constituigio do  meio de cultura @ gque difervencia o0s wes i
disponiveis PR E ] cultive celular. Embors na literatursa

sializads  exisbtawm informacdes sobre 5 especificidade dos weilos
de  cultive em relugio aocs tipos celulares:; o escolha do meio nem

sempye 2 facil. Tanto o wmeio Hae-Y4¢ como o MEM-~Eagle apressnbzvram

A'A"AY

1 2 3 4 5 6 7 unespw 12 1 24 1a 1o 31 18§



bong  vesulbtados nos 2nss

para o cultivo & manuteng
"i@

mostroun-

sEja mais vico em oam
suficiente
of 2

% de

g2e P

fibroblastos NIV g0
com 2@ sorao fet
]

culturss

EE ]
msz Lo

de
i

BE

=m células
alvidos

Us

vitaminas
N

Y IE

SHMEY ., 178

pyrimarvias dae fihrvoblastos
poden

cfevaznf ez

dervivadas

P

delas 1oy

SO 0 M-lagle.

complexos

tipos celulares

Como destacado

ccorvidazs nas cuituras

celulas. 0Og wmaentes

fFuNgos . iz by s

aracteristicas

nem sempre foi possivel

FTocessis 'c"‘.S‘.E-éi-‘t 1C0%

aatudo. fim

Entryretanto

3,
resealte-se
de  Cultura

lintoci ¥

Laboratovio

inciuwindo toe.

céalulas tumorailss & o

arande PAYR 0 PEGUEND ewp

a5 wvariaveils possam

BEY

Com bhasc nas

caractevizar ag culturas

sepectos,  um dos guais €

das  células  vavie pouco

fibvohlzxetos humanos
- '/7_1;‘}—5 [y
{EAGLL 19735).

podem mant idas

45 linhagens

SRV

5 6 7

idesnlizado por
animais
Al

dados

£H0 necessarios
eapecl ficos
anteriorment o,
fiaram
contaminantes
tenham
da ocovréncia da contaminagio
determinay
foram

o

LmE o

devidamente

normais

Entretanto.

o piH

0

ins vrealizados, wostvrando-se satisfatovios

20 dag cdiulas in vitvo. Dmhora o meio Ham-

inndcidos vitaminags que o MEM-EZagles essa

2

e manter crescimentn  de

condigoes de
e cepnt de

Qv g PYOmMGYeEr o

NasE sup lementagdo JEHAA . QL.

al bovino glutamina.

2y provavelmentes 0 mais wusado

Fagle

€ inclui treze aminoacidos e oito

J_"-?

alugio salina balanceads de Uavie (of.em

de literatura mostram que culturas

humanosa. de rocdoves aves 2 de linhagens

=

v omantidas em um meio relsxtivamente simpleos

que sup leomentado com sovo fetal. Meios mais

promover & proliferscio de

quando =58 quer

ou o9 expressio de algums funcio celular.

as contamina¢des microbianss

um dos maioves problemas no culiivo de

observados foram bacterias

sidn Foitas ohssrvagdes aohre

(tipo: épocas etcads

Muitas mudancas  nos
de

e

S, ovlgem.

feitas no periodo desenvalvimento

veduzir o dndice contaminagdes.

que & naturcezas dos materviaile proceseados no

dez

ibroblastos

Celulas £ bastante divevesificada.

humanos & de outvos  mamiferos

de pesquizadores que o gbtilizam @ muito

a¢o disponivel, o que faz com que nem todas

contvroladas.

ohservagtes desse estude foi possive

de células de movcegos em relagion a alguns

o pH. Embora o pH otimo pave o crescimento

entre diferentes linhagens celulaves. o

desenvolvimnento pli 7.4
,?‘ 'l @ 2 {‘?‘ “ ‘1‘

epidérmicas

teém wm melhor em

transformadas cm pH
de

et al.y

celulaves
reaistvos que celulas

(TS TNGER

h&

Vs 79y, 0 que B

AV‘Y‘Y

unesp “,

2 13 A4



concliuiu no presents trabalho & gques  pava fibroblastos de movcegos.
o pH Otimo de crescimento situa-sc entre pH 6.5 & 7.0.

B omadovis  das cwulturas celularvres propags--se de forma
inalterada por um numero limitade de geracdes celulares. ao final do
qual elas alcancam 3 senescencia o movvem (FRESHNEY. 1i987). As

celulae normais: geralmente. ndo dio origem a linhagene celularcs
continuas. Fibvoblastos humanos permanecsm suploides ate o limite de
sun wida e€: w0 entraovem na fase de deaenervacior qUEe  ocorre
geralment o a0 redor da S9% geracios param de  se dawvidiv.
permanccendo vivos por até dexoito wmeses. Entrvetantos Fibvoblastos
dee  camundongos & célulase de uma variedade de  tumorees  humanos ¢
antmais frequentements  torvrname-se ansupldides mm colbtuvas @ podaem
originar asg linhaaens celulares.

O fibroblustoe de morcegos estfo. provavelmentco:. na
categoria de céelulas  que prolifevam vapidawmente {(duplicam-se 2m
cevrca de 42 = 48 horag): xlcangando & senescéncia apds cerck de A0
dias do inicio do crescimento.

0 aparvecimento. nas culturas de morcegos: inicialmente de
c2lulas epiteliais & posteviormente de células fibvoblastdides.
esperados devido & técnica de deszarcoagio empreaadas que scleciona

celulas com capacidade de migvar do explante. 0O ndo apavecimentn
de  fibvoblastos em alagumas das amostrae semeadas pode serv explicado
PO G 2les nEo conseguivam migrarv. ou povqgue ndo havia tal  tipo

celular no explantoe.

B. Congelamento Celular

O  rvepiques pervicdicos das culturas de células de origem
animal podem ser espagados pels estocagem das suspensdes  celulares
em bhaixas teomped rags sem que hads altersgdes marcantes Nas  sUEs

propricdades. Mo entantos o abaixamento da tempevabuys OCas1005 LMS

sévie de fenomenose: conforme descrito na Introdug®Ros que podem

CRUEAYT 7103 dann:  as células: wafetando  sua sobrevivéncis
postorior. Qe mecanismos pelos gquaie we altervagdes afetam &
sobvevivéncis  daz  cdlulos nfo s%0 claros, porém o alvo ou sitio
primévio da ingjdria do congelamento parvece ser a membvana plasmatics

(MzGANN et al.s 1989, sendo também afetadas ovrganslas com?  as
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mitocdndrias (SHERMAM. 492703 TSVETHOY et al.. 19845), o lisossomos
(ROWE & LEMNY: £903¢) nu outvas (VOLGER et al.s 19702,

-

g on concenbvracio dos eletrolitoss wais do gue & PreseEnca

fisica dos cristais de gelo: que causa graves injdriae as células. O

.

uso de um agentes cviopvotetors cujo principio & ligav-se 3 ums cavia
suantidade de &oua impedindo-a de cristalizar-se @&s temperaturas
abaixo de =zeros faz com que A concentvacio de  eletvolitos
reduzas deixando de ser letal as cdlulas (HAZUR, 12703 McGANN
aloe 497834 49792, 0D agente cviopveservalbivo a @2y usado depende
tipo celular: & & condiglo primdria para 3 seleglo de um composto
criopyotaetor vz e 3 balxs toxicidade nns concentragds:
necessiarias  para modificar coligativamente a composicio da  solugio
as temparaturas abaixo de zero (MecGANN & WALTERSON. i9873.

Embors o s (dimeti! sulfoxido) SEGR um dos
cyioprobtetoves mais  a2febtivos. ele apvesants ums cevia toxicddade.s
evidenciada em pacientes que receberam leucdcitos preservados  pars
tvansfusio. gue fovam congelados em presonga desse composto (ROWE &
LENNY, 198¢ pava vefer@neciag). 0 glicerol é outro agente quimico que
tem s mostvado  dbtil no congelamsnto de vavrios tipos celulavess
inclusive leucdcitos. plaquetas e granuldcitos, e tem a vantagem de
ndo  sev toxico (MAZUR. 42763 ROWE & LUNNY. 1986¢). Fovr  issos  fol
escolhido neete estudo como  solvente oriopreservativo e foi
intvoduzido oz concentvacio de (9% no meio de cultuva usado pava o
conaelamento.

A criopreservacio depende da velocidade de congelamento.
Moz esnesios vealizados cow os amostvas congeladas o descongeladss
parz  ani&liege postevior. pode-se ohservar que as células responderam
mee lhaor  aoe procedisentos i envolveramd a) o vesfriamento  da
suspensiio celular = -2¢%C scauido do congelamento em nitvogénio
ligquido & -41947C e b) o resfriamento da suspensio a -209C, seguido
do  congelamento  em nitvogénio liquido 3 ~180°C & ~4249C. Ambos  os
teatce resultaram na vishilidade. apds descongelamentos de 14% a 904
das células.

2 congelamento  lento  ou graduzl de ~i92 por  minuto £
considerado mais adequado para os diferentes tipos celulaves (MAZUR,
972 LLELRD & MAZUR: 19748 HARRIS & GRIFFITHS L7277 wos parz  Sus

exXcoucio neceesita-se de cquipsmentos dos auais o laboratdrio nio
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(a1
7-

dispde. Portantos. de acordo com as modalidades de  congelamento
aplicadas  (moderado & rapido). esperava-se aque houvesse a  Tormacio
dee peguenos cvistais intvacelulaves.s que teovicaomente tivevam seu
nimere reduzido pela intrvodug®o do glicerol:s ao meio utilizado para
o ocongslamento.

Outvo importante fator na criopreservacso € a concentracio
do  agente protetov. 0 uven de concentvagdes bailxas dee glicevol
(G.4M ou 9%) exiage uma veleocidade de congelamento réapida: enquanto
que em  concentracdes mais altas (L.285M ou {@-20Y%) a velocidade de
congelamento  deve ser  wmenor (MAZUR, {97¢: hayYIaM et al.. 4974
DAY IHH & ROWEZ, 49743 ROWE & LENNY,: §(98¢). HNos ensaios ez
congelamento com wvelocidade moderada.,. & taxa de wviabhilidade das
celulas,  entve 33 & 5%, nio foi excelente, mas as culturas puderam
desenvolver-se = contento. portanto a concentragieo utilizads de
glicerol (1@%) pode ser considevads adequada. Contudos nos  snsaios
com conaelamento rapido. w viabilidade celular apds desconaelamento
ficou ew  tovono de  L@¥. significando provavelmente  que  Fossom
requeridas concentvacbes mais baixas de gliceral.

A welocidade de descongelamento &, também, um fator muito
importante  a sery considervado. Fmbovrs neste estudo o descongelamento
tenha  s=ido feito  rvapidaments  w 279C: nEeo =& pode descartar  a
ncorréncia  de pevda nessz otapas. pela formacio dos grandes cristais
que podem causar danos as células, afetando & viashilidade celular.
movte  celulav. ocovvids nos enceailos S 2 o2 D pode ser devidas tanto
g problomas durante alaums etapa do processeo de congelamento como no
de descongslamento.

Um outro fator de avande importincia na criopreservaciko é
A tempaevatuva  de estoocsgems pois ela dinflusncis o tenpo 2w gquse @
télula pode permanecer viavel, 0 periodo de scbrevivéncia estimado

-

para  células estocadas em nitrogénio lTiguido a 424090, ou em oubvo

gds  com  temperaturas swm tovrno de ~195¢00. & de varios anoss  porém

decai & medida que w temperatura de congelamento aumenta. Se  =we
células  forem congeladas am tempevaturas mais elevadas,e entvre ~45 3
~700C, & sobhrevivéncia € em torno de seis meses (RIRD & FORRESTFR,
198472, Entretantos FRESHNEY (42?837 ressaltas que o estoque de
culturas congeladas deve ser substituido em intervalos de tempo

vegularess como s ocada D mesese s Slmode presevvar o as propviedades
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Y
K :‘!

- L 4 : : i
Oad W 104 & et ®x 1®7 celulas/ml (ensmaions & 7: 10 e 11) alcangaram

190x de confluéncia, ocupando todo o substrato de crescimsnto  num
peviodo maximo de nove dias.

O  ensxios sobre densidades ceolularcs nas  semeaduras,
reglizados nas  colturas nEo congeladass tambaEm mostvraram  oqus &
concentracBes ideais estio entre 124 & 1909 células/mls conforme o
exposto por  FRESHNLY (49287). No entanto. wm fator de fundamental
importidncia & que pode inter feviv na taxa de proliferagio celular de
diferentecs culturas scocundariass iniciadas com densidades celulares
semelhantes, & 3 fase em que s¢ encontra 5 cultura de origem. As
ctulturas de célulwe ideais parx congelar e dar inicio & réplicas,
330 aquelas que estdo na fase logs. ou sejas na fase de wmultiplicacio
logaritmica. Entretantos a duracfo dessa fase & variavel e culturas
intciadas com  oflulaz em  etapas diferentes da fase log vEHo
aprezentar taxas de prolifevacio diferentes.

Em o sumas  as variagdez no tempn gue as  cultuvas  levaram
para mlcancar confluéncia total podem seor conscquentes dx soma  de
diferentes fatoves: como peguenas variaches na densidade  celular,
tipo de conaclimento aplicado € Tase da cultuwra na qusal & amostrs
fool congelada.

tie resultadee observados noe testeos de congelamento
mostvavam tambem que. em material a serv submetido as condigBes  de
congelamento  #plicadas neste egstudo, que redundavam em wvizsbhilidade
maxima die S04, o ndmevo de células a ser congelado deve ser altos. ou
EESA as  suzpensdes celularee devem apresentar concentragtes
zlevadas o suficiente para podevem, apds descongslamento.  fornscer
wna nova cultura celular,

Reggalte-se:, enfim, que og resultados dos ensaios de
congelamento  provavelments nHo podem ser atvibuddos an meio  da
culturs utilizado, pois € recomendado que o mesmo meio utilizwdo
para & manutengio das células em cultura sejs uwutilizado para o

congelamento (FRESHNEY. 498Y7). como foi sdotado neste estudo.
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7

C. Variabilidade Cromossdmica nos Molossideos e Significado

Evolutivo

s estudos evolutivose na ordem Chiroptera tém utilizado

comparacifes anatdmicas & citogendticas inter e intra-especificas,

entre outras, pars tentar definir os velacionawmentos filogenéticos
@y Assim.  esclarecer & evolugfo da ordem. @& citogendtica, como
ingtrumento  auxiliar no esclarecimento da histdria filogenética da
ovdem Ehivopters tem procurado ddentificar o relacionamento  das
esrccies dentro das Tamilias € entre familias diferentes, através da
cavacterizacio caviotipica e  de andlises comparativas  que  poden
indicar © arvaw de parentesco entre elas, ouw sgja; @ naturcza e ®
intensidade do velacionamento cromossomico.
Cmbora =alaumas espécics de molossideos estejam entre  os
MOV CEgos mals comunsa. comd @ o caso de  Molossus ater @ M. molossus,
muitos  faxa  s8o  pobremsnte  vepvessntados nas colegdesy  dada 9
dificuldade em sc coletar cesee animais peluas suas caracteristicas
de  compovtaments ¢ habitos. Portantos, o estudo tewm sido dificultado
€ as interpretacdes das relacdes filogenéticas na familiz winda 8o
haseadas  sm Jdados dnsuficientes. Apesar da amostra  estudads oo
presente trvabalho ter  dncluido representantos do wpenas  alaumas
TEPECIES el fornece subsidins cowmp lsmentares PR as
intcrprctacﬁcs filogendticas da familia Molossidae.
D caviodtipo do espéocime analisado de Eumopes aurvipendulus
(2n=42 & NF=42) & sewmelhante 30 descvito  por TOLEDD (£273) o WARNER
et al. (1i974). Contudos apenas TOLEDND (4973) referc a existéncia de
exiclites em um dos paves cromossOmicos: o qual ele designou de par
Ay Z ambos descyeveram 0% Cromossomos SEXuAais  comd ssndo 0
cromossome X wn metacéntrico médio € o Y um sxcrocéntrico peauency &
semelhangza do  observado neste estudo. O cavidtipo desss  espécie
aseemelha-ze  movfologicamente mais a0 de E. glaucinus  (2n=49 g
RMIF=b4 s WARNER: et al.s L9748 MORICLLE et al.. P00F presente
tvabalho)s  gue  an  de E. perotis (2n=48 ¢ NF=54 ., TOLEDD 273;
s WARMER et al. 19745 NF=E53. WAINBERS et al.: i%?74:% presente
trabalho)! & E. underwoodi (2n=40 = NME=35 WARMNER et al.. 19743,
D rcavidtipo de Eumops glaucinus ovs analizado € semzlhante

an  previamsntse descrito por WARNER et al. (4774} = por MORIELLL et
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A fovme tipica de E. glaucinus sstda  distvibuida do
Mdsicn  at Ferus Bolivias Pavagusi,. sudeste do Brasil, Jawaica e
Culbra (EGEF 19v7). Trée caridtipos diferentes Torvam reoaistrados para
2eEE e3pecices  por WARNER et al. ({974). Lspécimes da Coldmbia  t3m
2nmad @ NFss4 2 oos autossomas foram descritos como um gvands par de
submetacéntricos,. uma série de onze paree de submetacéntricos
decvescentes  am bamanhos um pay de pequenss subtelocéntvicos
parce de werocéntricos médios a pequencs. 0 cromossomo X

identificado  comn um metacEntrico grande & o ¥ como um acrocéntrioo

pequeno. 0Ot outros dois caridtipoe dessa espécie t&m On=38 e NF=64,

mas  com varingio geografica onvolvendo wwm par de tamanho wmédio que
PRATECE BT Aacvocéntrico em espécimes do México:. submetacéntrico em
espdcimss da Costa Rice £ com oambas az fovwmas em Honduras. WARNER et
al. (4974} sugevivam que as difevencas satve as formas de  E.
glaucinus cow 2n=42 2 as com 2n=30 resultaram de uma fusio c@ntrica,
€ que a diferenga entre as duas formas de cariotipo com  2n=l8
vesultow de  invevsio pevicéntvica. 0 caridtipo descrito neste
trabalho ussemelhz-se & forma On=40, com a diferengs na wmorfoloaiw
do cromossomo Xe que o3 autores haviam considervado metacéntvicos @
nio submetacéntrico:, como foi verificade no presente trabalho.

Eumops perotis (2n=48 & NF=93) apresentou caridtipo usual
semelhante aos descritos na literatura, porém esses  apresentaram
vaviagoss no nlmeEre fundamental (2n=43 ¢ NF=54, TOLIO0. 1973:1 NF=H4,
WARNER et al.: 47743 Ni=L8, WAINRLRG et al.:. 4274) e scmelhante zo
descrito para E. underwoodi (&n=48 ¢ NF=54. WARNER et al., 1%974). a4
diferenga no  numero fundamental & devida a0 numero de cromoscomos
classificados  como subtelocéntricos £ acvocénbvicos. WARNIE et al.
(L2743 vessaltavam s presengs de owm par de cromossomos acvrocdnbricos
com constrigiio secundéria: o que foi também evidenciado no prescnte
Lrabalhos  TOLEDND (4973 e WAINBLRG et al. (1274 descraveram o
cromassomd X como  metacdntvicos.  sendo ques os demais  auktores o
refevivan como um submetacéntrico médio: & semelhanca do que foa
vierL{icado no presente btvabalho.

0 caridtipo encontrado em Molossops abrasus (n=34, N'=44)
aeseemelha-sc  movfologicamente wo descrito por WARNER et al. (19274),
povrém  difere quants 20 ndmero fundamentals  que  ssses  auboves

referivam  como &Y. pois consideravram os dpois menores pares  de
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avbtossomos  como acrocéntricos. & ndEo subtelocéntricos. Além  dissos
classificaram o CY OMoEeoms X como subtelocéntrico (oS ni&o
submefacéntvricos conforms concluide no presente tvabalho. Contudo.
destaca-se que tal conclusfo foi bascads em comparacdes com o
padvdes de  bandas 6 dos avtossomos ¢ dos cromossomos X das  oubvas
gsplcice  estudadas.:. tendo em vistwx que fol znalisado somente um
exemp lar do sexo femining dessa espécic. Haa. também. similaridade do
cariodtipo usual de M. abrasus com o de Molossops greenhalli (Zn=34 ¢
NF=&B, LINAGRIEE & KIBLISKY: 1949: WARNER et al.. 41274: OGARUNER.
L2789

0 cariotipo usual de HMolossops temminckii apresentou
diferengas em relagfo =wo descrito por GARINER  (4277). 0O autor
atribuiu pava a especic 2n=AR & NF=S4%. enguanto que o observado no
prescnte  trvahalho foi Pn=48 e NF=44, com avande semelhanga com O
cariodtipn de E. perotis: Nyctinomops laticaudatus & das espécies de
Molossus. O caridtipo descrito por GARDNGER (4977 nEo se  asssmzlha
com aualquer dessecs € sequery com os caviodtipos de seus conafnercs M.
abrasus ¢ M. greenhalli. 3 carviotipo ilustvado e descrito pelo autor
compreconde Lm par dc autossomeos  avandes. cinco PAres de
mebacéntricos oL submetacéntricos mEd 10s . doisz PAYes de
subtclocéntricos peauenos e doze pares de acrocéntricos médios =&

pEgquenns. D cvomossomo ¥ & classificado coms subbtelocéntrico médio =

o ¥ como acrocéntrico poqueno. A simples ocorvéncis de rearrandoes do

tipo vobevtsoniano nao seris suficiente pava Justificar essa
diferenga no nudmeve de cromossomes. Fortanto. ou ocorrevam  outros
rearvangons ou a3 identificacio dos sspdcimes analisados por agueles
autor foil feits evrobcamente.

A% espécice Molossus ater & M. molossus (2n=48 e Wi'=é&4)
apresentam o8  caridtipos semclhantes entreo si e semelhantes  aos
descyito: por DAKER & LOPEZ (4927¢) pava M. molossus. TOLEDD (L9723,
pava M. aters WARMER et al. (L2974} o LOPES (4972}, pava M. ater =
M. molossus. Contudos difevivam de sspdécimes descritos na litevaturs
com NF=I8 (WARNER et al.. 1774),; NF-0& (RAKER & LOPEZ. 497¢: LOPI'ES.
1978 g NF=&5  (TOLEDO. 1923 pois 0 numero de Cromossomos
classificados como subtslocéntricos variouw em cada um  dos  CaAsGE.
WaARNER et al. (i%74) e LOPES (42/8) referiram a presenca de um par

de acrocéntricose com constvigdo secundaria nas duas espécies e todos
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o5 aubores. com excecio de TOLERD (4273), descreveram o ovyomossomo X
como submetacénirico médio. Todavia. em relagio a0 cromessomo Y ndo
houve concovddnciag sm M. molossus o Y foi considervado acvocintrico
por BAKER & LOPEZ {i97¢). WARNER et al. ({274} = LOFLS {1278
subtelocEntrico no presente estudoi em M. ater o ¥ foi clas:
coma acvrocéntyico por LOPES (i92798) e subteloce3ntyico por WARNER
al. {1274 & E gtudo.

eapécie Nyctinomops laticaudatus (n=48 e hWNI=&4),

incluida no aénero Tadarida zté a publicacioc de FREOEMAN  (1784).
ot i

apresenta cari Fo semclhante ao descrito por WARNER et al. (1974) .
difevindo  apsnaszs  no ndmevo fundamental. que o3 aubtares velataram
como S8, com diferenga no numero de  cromossomos cubtelocéntricos
obsevrvados.  Hi grande similarvidade morfoldgics com os cariotipos de
Molossus ater & M. molossus, povém em N. laticaudatus n&o se
cheservou constrigifo secundaria em qualquer pay cromessomico, além de
qua o cromassom: Y & scvocdnivico @ mEnor gus o ¥ subtelocintrico de
Molossus.

Ds dados citoacnéticos J& publicados para ae espécice de
melossideoss rvesumidos nz Tabela £4. mostvam que o ndmero dipladide
na familia wvaria de 24 a 48 ¢ o numevo fundamental de 54 a 44,
vinkts @ tves  das vinte & sete espdciss analisadas, gus repvesentam
vite dos doze afrevos que constituem a familia: o numevo dipldide é

Lo brase nesses vesultados.  WARNER et al. (L9742 6
posteviorwente, BAKER et al. (4782) sugevivam que o numevo dipldide
g o caridtipo primitivo de Molossidae ers semelhante zo de Molossus:
Otomops: Flatymops = Tadarida. Como s@sse cariotipo & encontvado  om
adénevos  oue ocorrem  tanto no Velho Munde como no Novo Hundo
(Tadarida @ Otomops})a: pode-se supoy gque ¢le eva carvactevistico de um
PVyogEn L hor Comm.

e modo geval. wvevifica-se gque ws diferencus deteoctadas
entyve oz espécimes ova analisados e oz descritos na litevatuva
veferem-ce w0 numero  Tundamental, & podem  ser  explicadas  por
variacdes 0o grau de condensacio dos cvomossomwmsas snalisados. dlaguns
autoves (IDLEDO. 42733 WARNER et al.. 4974} até mesmo admitivam que.
EM  PYEPRTAGCOCS  NRS qUB1Es 0% Cromeossomos s apresentavam menos
contvaidos., em alguns dos cromossomos  considevados  oacvoo

podia-eec  wvisusglizery wm brago curto pequeno. Rasexdo nessos
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{4. Dados carviotipicos de espéoics de molossideos.

Eumops auripendulus

Eumops glaucinus

Eumops perotis

Eumops underwoodi

Molossops abrasus

Molossops areenhalli

Molossops temminckii

Molossus ater

Molossus aztecus

Holossus rufus

Molossus molossus

Molossus pygmaeus

Molossus sinaloe

WARMER et al. (£974)
TOLEDRD (1973}
f'resente trabalho

WARREFR et al. (1974}

n

MORIELLE et al. (1988}
Presente ktrabalho

DAKER (497@)

WARNEDR et al. (i974)
TOLEDD (4973}
NAINBERG ({974)
Presente trabalho

WARNER et al. (1774)

WARNER et al. ({974}
fresente trabalho

LINARES & KIBLISKY (1967}

DAKER (1979)
WARNER et al. (1974

GARDNER (4i277)
Presente trabalho

WARNER et al. (1974}
LOPES (4978

TOLEDRD (1973)
Presente trabalha

WARNER et al. (i%74)

WAIHRERG et al. (i774)

BAKER & LOFEZ (5i979)
LOFES (1978}

WARMER et al. (1274}
Presente trabalho

WARNER et al. (i974)

WARNER et al. (1974)




Tahzla i4 (cont.?

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

Tadarida plicata

6

7

unesp

AVA
AVAVEY

\/
oy
1

fresente trabalho
WARNER et al. (1974}

NARNER et al. (i%974)
DULTIE & HUTERE (4973)

WARNER et al. (1974}

WARNER et al. ({v¥74}

WARNER et al. (1?74}

WAINBERG (19667

FAINTER (41923)

FATTON & BAKER (1%46)
KNIAZEFT et al. (1947}
WARNLR et al. (1974}
BAKER et al. (i932;

FATTON & BAKER (19464
WARNER et al. (1974}

PATTON & BAKER (£944}
BAKER (1770)
WARKER et al. (i974)

WARMER et al. (1974}

WARNER et al. {(i?74)

MULIC & WUTERE (i773)
DULIC & HUTERE (4972)
HARADA et al. (1202)
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o fato de gque oz resuliadozs do preszents trabalho foram obtidoss =
SLLX arande maiovias ®n  partiv de metafascs de culturas de
fibrvoblastos, nas guails 93 cvomosszomns estio mais descondensados.
SUGETC-8E  que o aumero fundamental pary os caridtipos considerados
mais primitivos (2n=43) zsja 44 e ndo 94, 55 ou 55,

Ae  homologine rveconhecidas nos estudos comparataivos  ora
realizadoss que Fovam vesumidas na Tabela 2 & dlustyvadas nas Figuvras

TR e #3. permitem alaumws concluedes intervessantes. Entre  ws

espEcies oo Molossidse sestudadas, e cowm base na  similaridade
dos padrides de bandas G. foi possivel identificar tr&e classes: (1)
constitudds pelas sspécics Molossus aters M. molossus @ Nyctinomops
laticaudatus: (II}) constituids pelas espécies E. perotis @ Molossops
temminckii & (IIXr constitwlda pelas sspdcie: E. glauwcinus =
Molossops abrasus.

f4e  eepéciecs da clagse I t8m 2n+48 & NF=4A. Intrve elas hi
similaridade na morfologia dos cvromossomds & homologis pratilcammsnte
completa nos padrBes de bandas O. As dnicas excegbes 8o o par % de
N. laticaudatus que == diferencis de M. ater pov uwma  inversio
pevicéntrvica & o Y. que £ multo pEqgueEno @ ndo pode ser  compavado.
Todots o6 outros parce parccem pocsuir homologia completzs, no nivel
de resolugio analisado.

A distribuigfo da heterocromatina constitutiva apresents
wariacdes muito pequenss nas trés espacies agrupasdas nesss classs.
U  wutossomeos e o cromessome X wpresentam  apenasg hetevooromatins
contvromEricsns = 9 bhvago longo do cvomossoma Y 2 hetevooromatico  =m
Molossus. mas nio em N. laticaudatus. As RONs localizam-se N
conetrigEo secundaria do par % em M. ater € M. molossus, & e&m N.
laticaudatus Aparccem ne  LBrYaGgo  curto  desse mMeEmo  CYOmOsSSOmo .
provavelmente devido & ocorvéncia da inversfo pericéntrica.

hs especies da classe ID possuwsm 20:=43, sendo NF=E53 om E.

2 MF=44 2w M. temminckii. O cavidtipo de L. perotis & muito
semelhante morfologicaments a0 de M. ater & apresentas  btambéms
extensa homologia de bandss Az dnicas exceedes 3830 os paves O. 1¢s

2B £ Y, oue sEo subtelocEntricos em M. ater € =wparccom  como

aorncentvricos em E. perotiss pois ndo apresentam 035 peoguenos Dyagos

gucrométicos: € o cromossomo 1%. que em M. ater € acvocénirico e em

E. perotis & subtelocéntrico. A& awvsdéncia dos  peaguenoes hragos
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10Y%
sucromiaticos ocorvida nos cromossomos B3. 16 L7 2 20 de E. perotis &£
responsdvel pela diferenga no seu ndmers fundamental. 0 cavidtipo de
M. temminckii:. tambhém apresenta semelhanex morfoldgica com o de M.
ater. rporédm as horologias detectadas entre eles aparecem em  nenoy
Qv al s havendo homologias de xlauneg cromossomos  Inteives. WHAs
divierens cromossomos sobve o5 quais nads se pode concluiv.
i hLeterocromatina constitutiva apresenta pouca variaco
nas  espdcies dessa classe. Os autoszsomns & o cromossomo X de L.
perotis possusm  apenas  hetsvrocvomating  centvomdrics & @m M.
temminckii ela distvibui-se pelos centvomsvos dos autossomns @ .
vreaiio telomérica do brago curto de um par  de Cromossomos .
provavelmante o pay €. &s RON:s apavecsm 2w E. perotis £m apenas ol
par de Ccromossomnnss 0 par 5. oque £ homdlogo 2o 9 de M. aters = om M.
temminckii apavecem om trés paves de cromossomoss 935 4 5 2 3y sendn
aue o0 par S é homdlogo ao cromossomo 5 de M. aters povém apresenta-
22 invertido pervicentricamentas 3 ssmelbanca do cromossown 5 de N
laticaudatus.
0 hetevomorfismo em relagfo ac tamanho da constrigio
secundiaria  observvado entre oz homdlogos do pav cromassdmico 5. nas
s e Molossus ¢ em E. perotis. deve ser conscquéncia da
natureza & da atividade das RUONs. Essa diferen¢a pode estar
corvelacionada  com a qguantidade de cistvons rvibossdmicos (MILLER et
Aal. 1927488 = bi MIKEZLSAAR et al.. 17773% WARBURTOM & HENDERSOM, £977)
o com a atividade difevencial desses cistrons entre 03 homdlogos.
uma  veEr que Jja e tem estabelecido que a atividade de cada wumz das
WONz & cavactevistics e hevdada como proprisdade de om  cromossomo
rarticular (HENDERSON & HRULRRE . 1980 FLRRARD et al..i?84: ZAKHARDY
et al., 4784F WELTENS et al.. 1985, antre outvos). Heteromor fisme no
tamanho das RONs J& foi também ohservado em outras espécice de
mentecegos (MORIELLE & VARZLLA-GARCIA. £730).

Neo classe 1I1: que s constitui  por M. abrasus: com 2n=7%34

2 M =64 = por L. glaucinus: com Pn=49 e NF=44,. ohserva-se que k3

homaloadia noe padrioes de bandas 6 com os cromossomos de M. ater,
apesay da poucs similavidade movfoldgics. Em M. abrasus. com excegio
do cromossomo S, para o qual ndo foi encontradas homologias todos os
bragoe cromoszOmicos aprcsentam Lhowologias com 0% cromossomos de M.

()

ater @ cow excegio do par 7. todos os oubros cramossomos de M. ater
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podem ser fdentificados no caviobipo de M. abvrasus. Dmbova as duss
gepdcies possuam  admevo fundawiental  Ldéntico. obasorva-oc. 113
caridtipo de M. abrasus. combinagdeos de bragos cromosslmicos de
H. ater resultantes de translocagdes robertsonianas (Tusdes ou
TissBes) & inversdes pevicéntricas que determinavam a difevengs no
numero  diploide. Em E. glaucinusy as homologiss vreduzem-5¢ 3 apenas
alguns bHragos Sromossdmicos & 2 POWCOs Cromossownes completos.

A heterocromatina conetitutiva apresents arvande variagdEo
nessa classs. Em M. abrasus; ela aparvece nag regioes centvoméricas
na reaiio telomérics do brago curto do par i9. wvariando pouco  &m
rezlagio 3 M. aters enquants  que sm E. glaucinus a heterocvomatina
aparecs  e2m regides pevicentvomérvicos ¢ ocupa bracos cvomossdmicos
inteiros. As RONs em M. abrasus aparecem nas regides teormingis de
cinco paves de  cromossomos. os i4. 12, 14, 4% e 146. homdlogos
vespactivaments  ao0s pares © oinwvertidos 1@, L3, 22 2 22 de M. aters
especie na  qual apenas o par 5 & o portador das RONs. Em E.
glaucinus elas apavecem om quatvo paress 08 7y D0 P o2 17, sendo que
somente Fp oposeuni homoloaia no caridtipe de M. ater.

A possibilidade i S AGVUPBY As 216 eEperies

rertencentes  ® quatvo aéneros emn wpenas trés classes. com hase nos

poadrides CYOMOESSOmLons mostra que o familia Molossidas s

caracteriza, de modo geral: por ndo aprescntar arandes Variagies, =o
contravio do observado para outvas familias da  ovdewm Chirvoptera.
Lesa estabilidade nos cariotipos, gxemplificada pelo
conssrvacionismo  enbve  espécies de  génevos difeventes. comn o
sheorvado entre M. ater: M. molossus: E. perotis e N. laticaudatus.
¢ significativa. porque oe molossideos do Velho € do Nove HMundo
gEpavaram-s3¢  ha  muito teapos provavelmente no indcio do  Miocsoo
(KOOMMAaN, 4970) .

Movy outro lado: evidencia-se & ocovréncia de diferengas
acentuadas entre  espécies df mesmo  géneros comd  aconhtece am
Molossops & Eumops. Variagio intragenérica no numeve diploide J&
havia sido descrita em Eumops por WARKER et =al. (1974 e em
Molossops pov WARMER et al. (4974) e CGARLWNER (4977),. scndo que 1
£. glaucinus foi encontvads variacieo intra-espeocifica no  numero
dipldide, sem varisgdo no numero fundamentals com ocorvvéncia tamb

de formss hetevozigotas. Esses  aubtoves nEo  forsa  capazes
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debtevaiinar i : fandmeno Envinlvia A ooovvencia iz VAEAE
CTromOesOmLCas (s 181 s H ‘.’E\]"ZE(CE;D caviot !:l-"iC’;.'-‘l observada [CR = Ln

polimoer fismn  amplamente distvibuidos, como o encontrado no  génerao

Himon da familia FPhuyllostomidac (RAKER et al.s $970). No entanto.

levantaram & hipdtese de que a variacio Teosse devida & vearrvandos
robertsonianos &  invevsoes pevicéntricass  gue niEo pudevam
confirmados pelo desconhecimento dos padrdes de bandamentos.
Molossops greenhalli. GARINER (1977) detectou wvariacdes ontyve
populacies em velag&o =& posicfo do centrdmere © no comprimento
relativo diz alguns Cromossomoss poveém @ ovigem da vaviacio  tawmbawm
n&e pode ser determinada.

0 que s observou: no presente trabalho. € que & variagio
cromossomica  debectads nos  gfneros Molossops @ Eumops deveu-sae.
principalments 3 vearvanjio:s vobertsonianos, oo primeivo género, e
roesivelmnente = inversdes. transloc’RGOes € Variagoes ns  quantidade
de hetevocromating constitutivas no segundo. Nio ha duvidas de que

RONe também ecstiveram envolvidas na ovigem da variagiio. uma wvewr
que 2lns podoms pory sus naturezs @ comporvismeEntos parbicipar
ativamente dos mecanismos de mudangas CromossOmicss.

Esses  vesultados wmostvam  gue 8 wvarviagio qus  ftem  sido
pbservada nas caracteristicas crxnianas € externas, em alaguns dos
fana de molossideos analisados (EGER. (9773 PREEMAN. {984). tem sido
acompanhadsa PO YERTTANJOS CromossOmicos. mus iss0 niko ocovre na
familia coms um todo.

FREFMAN (4234): em wu estudo wmultivariado vealizado com 7O
espécies  da familia Molossidas, apresentow vesultados interessanis:
ge relacionamenteos  Tendticos e Tilogenéticos para & familiz
verificando, tambéms variagio intvagenérica. Sua andlise distinguiu,
H1EM de Aavupsment o6 moy fométricos distintos. AT ARUS de
ralacionamento  @ntre 03 grupos. 0% gquais foram usados na formulagio
de propostas de rvelacionamentos fTilogendticos. MHerecem destaque
nesse estodo dols gruposl o owe exbremaments  coesos sem gvandes
variagtess conetituido pelas espéciecs de Molossus, € outro com
variacdo intrvagendvica wmdximas constituldo pelas espfcies de Eumops.

sultados dos estudos  citogendticos concovdom Com B4
rigticas observadas por FREEMAN (1984). Em reclacfo ao afnero

Eumops a aubtoraz fex, ainds. uma interessantes obsevvagio. Apessar dels
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4.5,2

zatary mais  velacionado  fensticamsnte  an  gdnero  Nyctinomops. 3
cepgcie E. auripendulus estd mais proxims de Molossuge bondae & M.
sinaloae, do qua até meswo de sua congénerve E. glaucinus. Contudos
2la postulou que o génevo Eumops fosse monofilético ¢ que a3
similaridades fenéticas entre E. auripendulus = Molossus tenham
resultade da  convergéncia de caracteres. Movfologicamenta.
CYOMOESON0S de E. auripendulus asscmelham e muis  waeos  de
glaucinue do que =zos  de M. sinaloae (MARNFR et al.. 4974) & =
monofilia do aénero € reforgada pelos dados cromossdmicos  do
presents  tvrabalhos. pois smbas as espéciess de Cumops analisadas
apressntaram cavacteres: considevados primitiveos. indicando  oma
Crioom Comum,

0 econscrvacionismo inter-agenérico no numero dipldide e
RULmE T 0 fundamental  Jja  havis sido veferido em vaviss espécies  de
molossideons que tiveram seus cariodtipos analisados. Entretanto. escse
conssrvacionismd vestvingia-se apenss 3035 aspectos mor foldgicos. uma
vez que néo havia analisc de padrdecs de bandss que permitissem
comparacies. LCom baz: nos resultados do presente tvabalho. pode-se
concluir que ae similaridades morfoldaicss nos caridtipos de alaumas
espécies de gfénervos diferentes pavecasm abrangey ssmelbhangas também
nos padroes de bandas.

WaRNER et al. (4274) e RaAKLR et al. (i982) suaeriram que

o caridtipo primitivo da Tamilia fteovia On= 48 g seria provavelmente

gsemelhante a0 das espédcies Molossus, Otomops & Tadaridas, o qus &

supovtado pelos dados do presente tvabalbo. Além dissos. o fato desse
cariotipe  ser comum & varias espécics de afneros diferentes. suaere
s 2le tenha evoluido de um ancestral que possuia os vinte & Erés
rares de =autossomos. provavelmente homdlogos acs identificados em
Molossus & N. laticaudatus.
Se eesas conclusdes realmente corresponderem ao que  teria
D cavidtipo primitivo dos molossidens, entdo os gfnevos Eumops
Molosesops inclusm espdcies cowm cariotipo semeslhante a0 ancestral o
com caviotipos derivados. Ascim sondos a identificagfo de guaie
280 0% cavacteves possivelmente primitivos (plesiomdrficos) e
devivados (apomirficos) € de arvande impoviéncia para o entendimento

dos eventos evolubivos.
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relacionade feneticawmenite Ao gdnevo  Nyctinomopss

auripendulus @std wais proxima de Molossus bondae = M.
sinaloae, do agque até mesmo de sun congénere E. glaucinus. Contudoa

postulow que o génevo Eumops fosse wonofilstico 2  que  as

similaridades  fendticas antre L. awripendulus & Molossus tenham
resultado  da  convevgé@noda de caracteres. Mor fologtoamsnte.
CYOmMOSEOmos de E. auripendulus azsemelham-se Mails  &acs e
glaucinus do guec =zoes de M. sinaloae (WARKCR =t al.. 1974}
monofilia do aénero & reforveads pelos dados romossdmicos  do
presents tvabalho, pois  ambas 2s espécies de Eumops analisadas
AR e A am caracteres considerados primitivos, dindicandoe  awma
orilaem Comui.

0 conservacionismo intev-genévico no numereo dipldide e
numero  fundamental  Jd havia sido veferido gwm vaviaz especies  de
molossideos que tiveram seus cariodtipos analisados. Entretanto.
consevvacionismo restyingia-se apenas 308 aspechtos morfoldgicos.
ver que nio havia andlise de padrécs de bandas que permitisse
comparacaes.  Dom base nos vesultados do presente trabalho. pode-ss
concluir que as similaridades morfoldaicas noe caridtipos de alaumas

de gfnavos difeventes parecem abvanger semelhangas tambem
not padrics de bandas.

WAaRNER et al. (i974) e BAKER et al. (i%88) suacrivam que
o caridtipo primitive da fTamilia tevia idnm 48 e seria provavelmente
semelhante a0 das espécies Molossus, Otomops ¢ Tadarida. o qus @
syportado pelos dados do presente tvabalho. Além disso. o fato dess
caridtiro sev comum x vAriae espécics de aénervos diferentes. sugere

elaz tenha evoluido de um ancestral que possuia o5 vinte @ bLyés
rares de  autocesomnos. provavelmente homdélogos aos identificados e
Molossus & N. laticaudatus.

2a

e essas conclusbes realmente corresponderem o aue teria

zido o cavidbtipo primitivo dos molossidens. entio os gfneros Eumops

Moloscops inclusm espécics cowm caridtipo semelhants ao ances
aviotipoe derivados. Assim sendos a identificacio de quais
0% cavacteres possivelmente primitivos (plesiomovficos) e
derivados (apomdrficos) é de avande import&ncia para o entendimento

dos eventos evolulivos.
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As  trézs classes inicialmente ddentificadas, com base
siniilaridade dos padrbes coromossOmicos.: ndo sfio adequadas
gaclarecer of verdadedros relacionamsntos cariotipicos entve as
gspécies estudadas. Flas simplesmente destacam. de certa forma,
conseryvacionism  caviotipico da familis. Por  ieso0s  PYrocurou s
QY UPET as especies de acordo com & analise dos caractercs
suposhament e primitivos 2 apomdrficos, <L pavmit i .
diferencia¢éo de outras trés classcs. A primeira é constituida pelas
eepdcies  que tém muitas cavactevisticas primitivas. que sio M. ater
# M. molossus. A seguanda 2 composta pelaz espécies M. abrasus. M.
temminckii = M. laticaudatus gue spresentam além de caracterist
privitivess diversas apowmorfias. Uma das spomorfias. on scia.
inversio do cromossomd 9 & compartilhada (sinapomorfia) pelas tr
gspécies,. Os demais caracteres devivados observados em M. abrasus e
M. temminckii pavecem sev devidos 2 sventos indspendentes ¢ dnicos
para cads ouma  das espécies. oviginande suse  autapomorfias.  que

alocangaram maior n msro 2 w M. abrasus. & tevoeiva classe engloba as

espécics  pavs as qguais alédm das caracteristicas primitivass algumas

autapomorfias foram  ddentificadas. ou seda:. E. glauwcinus & E.
perotis. Az auntapowmofias  dessa classe  tambds  oviginasvam-se  de
eventos unicos & independentes. em cada uma das espécics.

Considevado 0 géneros  analisados = o estado dos
caracteres (primitivos ou devivados) chega-se & Tormulacio do
easquend apvesaentado na Figuvs S8 onde podem sy visualixadaz: as
tvrés cluuses identificadas.

Emhora o cariotipo de M. ater tenhw sido o escolhido pars
representar  aquele provavelmente mais proximo w0 primitivo. ha&
indicacdes de que o carvidtipo de N. laticaudatus tawmbém poderia ser
indicado  comd semelhante ao wais primitivo. Um dos veforgos 50 ssss
Proposicio e o fato de quer na proposta filogendtice de  FREEMAN
(L984)  j5 mencionads anteriovmentes Moloesus ¢ génerno que spresenta
aomaior quantidade de tracos devivadoss seguido em ovdem decrescents
Pov Eumope. Nyctinomops & Molossops. além disso. Nyctinomops
reltaciona g0 feneticamente maiz cowm as espéecies do Yelho Mundo. como
as do  género Tadarida, por isso o cavidtipo d2  Nyctinomops
laticaudatus possivelmente se  asssemelharviz maiz s da  condigio

primitiva.  Em rvelagie & morfoloaiz cvomossGmica: N. laticaudatus
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assame lha 82 mais 2 Tadarida do que a Molossus. Az descricdes  dos

cariotipos de algumss espdcies do género Tadarida nio veferem =@

presenga de gma constrigio secundsvia em um par de  acvrocéntricos

arandes  (DULIC & HUTERE, 4973: WARNER et al.. 49743 HARADA et al..
1980, como o obssvvado nas descovigles do caviotipo de Otomops. um
oubtro  génevo do Velho Mundo (DULIC & MUTERE. 17733 WARNER et al..
19743, Tal pav cvomoszOmicos. possivelments, equivals ao cromossomo 9
do  caridtipo de N. laticaudatus & Holossus, indicande que
Tadarida for mate primitive ouc Otomops: @ condigio
N. laticaudatus ¢ mziz primitiva. Com base nesss
interpretacfo reopresentativa da scquéncia dos eventos cromossfmicos
ocovridos  gus podervia oser foita estd representada no  esquema da
Fioura 24,

Entvetanto,. em  qualquer dos cssoe, isto €. quer
Molossus ou  Nyctinomops o mais primitivo. as conclusdes a  que

chegs podesm sey vesumidas como Segue s

Cromosesomicamente, HMolossus estd mais prox<imo s Nyctinomops
laticaudatus do que » E. perotis;

Molosesus assemslha-s croamossomioameEnte mEis 3 L. perotis
quie @ E. glaucinus = E. auripendulus. ¢ =segundo  FREEMAN
L5228 ) eesy dltdms capécie estad mais proximas fenebicamente

de alaumas eepécices de Molossus do que de s=cus conaénerced

Molossops aesenelha-se cromossomicament o

laticaudatus que = Molossus.
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_ ©2n=48 (eventos nao determinados) M. temminckil
NF=64

N¥. laticaudatus

__ 2n=34 (fusoesy inversoes) H. abrasus
NF=44

2n=48
NF=44 |
!

2n= 48 {(delegOes e bragos adicionais n3o identificados) E. perotis

|
|
| NI =58
|
|

|
| 2n=40 (fusOes e rearranjos ndo identificades)______________ L. glaucinus

NF=64

Figura 2%. Fsquema representativo das HMUganGaes cromossomicas
propostas na  esvolugio caviotipica dos  faxa estudados.
assuminde aue = condigfRo primitiva £ semelhante  mo

caviotipo de M. ater.
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_ 2n=48 (deficiéncias) __ £. perotis
NF=58

|
2n=48 (inversio do 5) _____|
NF=44 |

|

Holassus

laticaudatus

2n=48 (eventos unicos) temminckii
NF=44

2n=34 (eventos unicos) abrasus
NF=64

2n=40 (eventos dnicos) glaucinus
NF=644

Figur=a 6. Esquemns vepresent ativo das mudang s cromossfmicas
propostas na evolucdo cariotipica dos  faxa estudados,
aszumindo  que ® conrdigRo primitiva & semelhante  wo

caviontipno de N. laticaudatus.
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C. Fragilidade cromossdmica

Desde  sua descoberta pov lckaban em 17465, inumeros sitios
frageis tem sido descritoss nEo 59 para o caridtipo humanos  wmas
também  parsx  uma varicdade de outras espéoiess desde primatas &
pequenos  voedores. A semslhanca dos sitios  frageis  humanos.s os
gncontracaos nas diferentes espéciecs foram induzidos pelos  mesmoo
compoastos  quimicos  que  induwzom v oexpressio de sitios  frageis sm
células humanas: © que permite que eles sejam abordados com oo
mRamos critérios de classificaco dos sitios frdgeis humanos.

No presente trabalhos 08 resultados das analizscs
cdlulas  tanto nos sxemplaves das espéoies de Molossus: quanto
cxmmpliay de L. glawcinuss: nfo pevmitivam o vreconhecimesnitn de
frageis sensiveis & BrdlU. fis reoeifes observadas com auchras e
2w pelo wmenos duss cflulas., nas culturas controles ou tratadas
mEdiano. ia distal & O mediano em M. molossus.: & 19 mediano e
Prosims ] & M. ater) n&o preencheram os critérios para
reconkecimento de uma determinada vegifio como sitio  friai e
haviam  s=ido  azsumidos no dndcio do tvabalhos, ou sejs. ocoryéncis
dge duas ou mais aberra¢des em uma mesma reaifo cromossbmica em pelos
menos  dois snimais de vme espEcie ouw 2 observagio ds altevacio  em

homozinose. Nas c¢é¢liulss tratadas, isto pode ter ocorvido em

consequéncia do  btempo de trabtaments (26 hovas)e gue pode ter  sido

muito prolonsado, so consideradsas e conclusdes de SUTHERLAND et al.
1934 die gque 3 expresso maxims de sitios frigedis comuns sensiveis
derendentes da 9-DBrdU: em linfodcitos humanos, ¢ alcangada apas
L2 horasz do tratamsnto.
£m celulas Lumamas . 5HO necessarios tratament os
protongados (2¢ @ 24 horas) para o exprassio de sitios  fragedis
rarus. As regifes wcima referidas poderiam ser sitios frigeis raros.
Poils axpressaram-s2 2w baixas frequdncias o ndo fovsm observados em
homorigoen: que =80 cavacteristicas que definem wn sitio friagil varo
(RERGER et al..498%9:  SUTHERLAND 2 MATTEI. 19973 SUTHERLAND &
LEDRCTTER . 49838 .
Gitios fragecis sensiveis & BrdU j& foram obsorvadeos em
outvas sspdcies animais. SCHMZIDER et al. (49800 verificaram que wi

ST OUTIE S S0 submetacé&ntrico do camundongs FPeromyscus eremicus
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apresentave uma vegiio de fragilidade. obessvrvads apds tratamento com
LrdU. Ua mesma forma, LIN et al. (i984) verificaram aue celulas  de
hamster chin€ss quando tratadas com BrdU por-um ou  dois ciclos
celulaves,  aprvesentavam uma alta frequdncia de alteracdes, cerca de
L% delzne locwlizadas em um sitio especifico (1922) e observadas em
algumas células  2m ambos os homdlogos. Nos dois exemplo: citados

evicenciaramn-so eitipe frageis comuns em  autooeomos.  MASs hia

descvigio de sitio frigil sensivel & Brdl também om cromossomos X

como @ o caso da rvena Rangifer tarandus (GRIPENKFRG et al.: 1794).

Enbora eseces sitios tenham sido classificados como comunss
2 les foram induzidos pov Brdl apos tratamentos curtos (5 a 7 horas?
g lonacs (3¢ horas):. o que indica que tratamentos longos  tamnbém
podem  induzir a expressio de sitios frigeis comunss 20 WMEnos oW
celulas de algumag espéciecs animxis.

D owmecanismo pelo qual a Brdl) donduz 3 expressio de sitios
frédgeis cromossbmicos n¥o estd ainda hem esclarecido. Alauns estudos
sobre 2 cronologia de incorpovacio desse agente nas célulaz indicam
que scu efcito € exercido duvante os estdgiocs finais da sintese de
DA, & envolve tanto as vegides onde se localizam os sitios friageis
como & regibes que duplicam seu NG durzante os eetidgios Tinais da
faze § (SUTHERLAND et al., 1784, (985). Hi hipodteses de que o
fragqil seja resultadeo de um atraso na duplicacio do  UNA
consequéncia  da  propria estvuburs na regifio,. ou de uma atividade
transcricional que vetards & condensagio ns mitose (Le [EAU,  1984;
SUTHERLANDG . £92393: MORRIG. £7712.

Cm relag@o ao tipo das alterzgdes observadas nas células
tratasdas com  S-ErdU. no presente tvabalhos notouws-se gus 3 m@aioria
delas itio-especificas ou =mleatdriae) foram falkas do tipo
cromatidicas. Dsses achados concovdam com as observaedes de  LIN et
al. (49840 2m celulas de hamster & com outrvros dados da literaturs.
aque  também  indicaram  que: quando o agente indutor & & UrdU.  us
aberracdes observadas s3o primaviamente do tipo cromat (dicas
(MORRIS, 4794. para referéncias).,

Hoe resultados obtidos nas andliscs cromoselmicas: apds
tratamsnto  com a afidicolinag, foil possivel reconheosr duas regides
de fraoilidade comung &¢ duas espécics de Molossus (1g mediano &

g o medianods wma (3q proximal). detectada somente em M. ater = uma
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{ip wediano}! detectads sowmente om M. molossus. A  frequéncia  de
expressio das vegides {g wediano e 3q mediano nas cdlulas  contvole
de dois especimes de M. molossus.: zssociada ao fato de que  uma
delas: ou cJas & 89 wmediano: também Toi observada com alta
frequéncia  om células contvole de um individuo desss mesma espécic
no tratamento com BrdU, permitiuv = classificacfo dessas regibes como
tios ou regides frageis (hot spots) comuns £spontinesns. que téwm
frequéncia de expressic  aumentwds  apos  indugio  por  APC.

sesalbta-sea. bawmbeém, qus as vegides fp mediane © i9 mediancs Foram

as mesmas  que apresentaram alteragbes nase céelulas controles e

tratadas com a S-BrdU. Embora naqueles casos clas ndo tenbam podido
ey classificudas come sitios frigeis. os resultados obtidos com ard
reforgam a3 hipotese de que talszs regides  sejam  realmente sitios
cromossdmicoe frageis

A wfidicolina foi testada em culturas de células de
putyos  animaiss & 0 que e vevilicou foi que os sitios frigeis porv
ela incuzidos agraimente coincidiam com  os  induzidos polos
antagonistasz:  do wmetabolismo doe folato. como o metobtrexatos @ gus =@
expressavamn  de forma semelhante o ohservado em células humanas. Ua
mesma fovma gue pasyva 3 BrdUs §4 fovam encontrados  sitios  frageis
seneiveis & AFC em awtossomos e cromossomos X (DJALALYL et al.. 1987:
ROBINGON £ ELDER. 47073 WURSTECR-HILL et al..i90388 ELOLCE & RODINSDN,
et MoALLISTER & GREENBAUM. 1971: POULSEN & RONNI., {7948 STONEI et
al.s SRR B IG0E &  CHRISMAM. 49974). Em  todos 5 CHE0E
pryovavelment e, tratavam~se de sitios frdgeis comuns. pois =
afidicolina & considevads indutora somente o tipo de sitio
fragil (SUTHERLAND 199831 HECHT et al., 19%9¢).

Em relagio ao tipo das altervachbes encontradse nas células
tratadas  ocom APC: notou-se gue ol vizntos mais  comuns fovam as
falhas cromoseOmicue. (s estudos sre sitios friacis induzidos por
AFC em animais nHo destacavam o tipo das alteragdes observadas.
Fntretanto. MURAND et al. (i28%9a ¢ b} encontraram variaches nas
Treauéncias de aunehras e falhas do tipo cromossimicas &
cromatidicas, em diferente:z: células humanas  (linfocitons, wmedula
vessex & fibhroblaustos), susevindo que o tiro de  evento obsecrvado
possa rvefletiv o odmero de divisdes que vma  detsvminads ofluls

safrou  apos & intrvodugifo da AFPC ni culturs. wseim como & eficicia
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dos mecanismos de vepavo.

#“ afidicolinas dependendo do estioio do ciclo celulsr
ela exposto 2 da concentvagios pode atuar inibindo 2 atividade das
INA  polimeracsce wlfa ¢ delta, ambas envolvidas com a duplicag®o do
DG (IKEGAMI et al. 47735 HANADKA et al.s 427978 LICASTRO et al.s
19859, entre outvos). Farece que sus avao consiste no  bloguesio
foraquitha de duplicagio (LONN & LONN, 1983) € na interferdncia na
Jjungs
aitios fraaecie (YAGURA et al.: 1787: GLOVER et al.. 4984: ALNSTRON.

o dos segmentos de INA adjacentes, principalmente na regifo dos

1209, lessa forma. 08 necanismos de repsveo tornam-sc insuficientes
para  covvigiv ag  abevvagides ocorvidas nessas vegifess que  sHo,
ent&o: viztxs como altoracles cromossdmicas.: independentemente do
ndmero de divisdes que a cdlula tenha sofvido.

Na espéciec humana: os sitios {rigeis cromossdmicos  tém
sido anslisados principalments 2w culturas de linfdcitos estimulados
com fito hemzalutinina: nas quals foram documentados inumeros sitios
frageis raros @ comnuns (SUTHERLAND & MATTEL. {v873 HECHT et al..

ontudoas ha  também expresszHo de sitios frageis G

ng, células de medulz ossea e amnidcitos cultivados (RARE]

et al.: i78733%1 BRYANT: 49833 STEIMNEACH et al.. 19332 MORGAM et al..
L2081 PRIVLEPA & WENGER, 4738033 MURAND et al.s i99%a ¢ hie & andlisc
doz  sitios frageis em células de difeventes tecidos  mostrou gque o

frequéncia  de expressio e distribuicio de determinados sitios wvarisx

com o tipo celular: indicando 2 ocorvéncia de sitios frageis tecido-
especificos (HECHT et al.y 1987: HMORGAN et al.. 12883 MURAND et al..

demais espécics: os sitios frageis tém sido igualmente

dos em linfdcitos e fibroblasztos. apresentando. tambsm,

variagHo tecido-especifico na frequéncia de exrressio. HUNT &
BURGBOYNE (4984 werificaram gue 3 mutacdo “sex reversed” (sxyr)s =&m
camundongass sstava associada 3 expvessio de um sitio fragil tecido-
gopecifico. RORBINSON & LCLUER (4989). verificaram que de um total de
aitios  frageiszs identificados nos cromossomos de fibvoblasto:s e
linfdcitos de camundongos: apenss 4 erzn comuns =aoe dois tipos
celulares ¢ 34 nfo mostvaram covvrespondéncia de  locos, indicando
provavelmente um cevto arau de especificidade do tecido na expressio

de s1itio fragil.
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Tiadoas @t catudos, apesar da divevsidade de  enfoques
analizados. teém mostrado que os sitics frigeis s¢  eXpressam mRls
facilmente em linfdcitos. Embova oz fibroblastosz de muitas =spécies
rossam sev facilmenteo cultivados. eles geralmente 8o refratdrios &
Expraeesdo dos  sitios frageis (ROBINSON & ELOER: 1287). Az baiwxas
freaufneias de exprescio dos sitios {rdaecis. nas culturas tratzadas
deste tvabalhos. podem ser consegqudneia dessa vefratividods.

Alguns =autorcs detectaram um =lto grau  de conservacio
evolutiva nes sitios fragels ifez cepécies velacionadas
evolutivamente., Contudo:. o conservacionismo de sitios friagcis nio sc
limita =9 = espdcies proximas. Ew rvelagio a0 cromossomo X de
mamifeross verificou-se homologiw de sitio friail entre o homem €
algumas e=spécies de cies domésticos (STOME et al.y 1994k, Pov outvo
lada, #@ grupos de espécies taxonomicamentes praximas. caracterizados
rPor  uma taxas vapida & acentuada de evolugio crowmossbmicas como  nos
roedores (BRITTEM, £788). o conservacianismo de sitios frigeis
tio evidente FLOER & RORINSON (1909), quandc compararam os sitios
frageis entrve ratos & camundongos. wveri Picaram qus ApEnss R PE guEno
numero deles era conscrvado & que 2les s5€ eXProssavam. sob as mesmas
condic3ess com frequéncias difeventes nas cdlulas das duas espécies.

G coincidéncia dos vesultadose obhservados em M. ater € M. molossus

veforga o conservacionisan de sitioz frigeiz em espdciss proximas e

relacilionadas Ccromossomicamentes .,
Gascado nos resuliades deo vérios estudos. ums  série
espeeculactes  tewm  sido  Ffeitas sohve um possivel papel dos
fridacis na evoluclo do carictipo de alagumas espécies, durante os
PUrOCEES30E de  especiacio. Em primotas. cevoa de 5¢X dos pontos  de
quebras  envolvidos nas translocacdes ou inversDEs  fGUE  OCOTVTEV&EM
durante = evolucin cariotipica do grupo consiste sm sitios F
reaifes  muito prodximas & eles, indicando que tais  regibes
itios de vecombinacEo (GUICHAOUA et al.. 4982% JOTTERAHD & BELLOMO,.
$984Y,.  Da mesms formas =m espdcies de poroos domesticoss os  ponbos
de  auchras envolvidos nas t(ranslocacles reciprocas  qQuE  OCOYTEm
continuaments = de  forma  nfo casual o grupe  coincidem  com o A
localizagcio dos sitios frageds (RIGGS & CHRISHAN, 1%99i).
w sitio fragil presente na regiio fq proximal om Ellobius

lutescens; ma =sp szie de roedor o flangueils um o s2gmeEnto gevalments
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envalvido em uma inversio pericéntrics polimdy Mics que cavacterizs

cromossome 1 dessa espécie (NMJALALYL et al., 198%). Obscrvou &m,

também, associagio dos sitios friageis cowm vegide:s limites de

hetevocromating conetitutiva sdicionada ou presente no cariotipo
centrdmevos  labtoentes 2. aindas: com RONe (SANZ et al..s
et al.y 192073F TEWARI et al.. L787).

£ i s pesqguisadores de sitios  frageis animais
questionam € se eles soviam resultantes dos proceseos evolutivos. ou
BULRTCUHRE Com fatores de predisposicio a esses processos. HIRO et
al. CLP37)  acveditam  ques de algum wodos os  sitios  fragei:
diviaido = evolucio cromossdimicx: UMa Ver aue um mesmo 1
ey encontrado e cvomossomns  rveavvandados 2 nos  supostamente
considerwdos como ancestyais.,

0 mapeamento de eitios frageis em diferentes especics tem
mostrado  gue  slgumas dessas vegides estHo incluldas em  grupos  de
livacHo ¢ 8o conservadas em sintendia (DJALALI et al.,. 4787). Outros
covrelacionam-se con grupos sinténicos que foram vompidos. sugevindo

aque ot sitios f\"'cf‘.ﬁ!(".‘l&"a comuns devem sy 08 vemanescontes fisicon QUE

delinearam o grupns de ligacHo ancestrais ouw o3 sitions que 380

rrefevencialmente  auebrados: para criar novos rearvanjos sinténicos
capdcies  descendentss  (THREADGILL &  WOMACK. 492873,
associadas  is  descobertas molecularee envolvendo
abhvem  caminho © fovroscem evidéncias parvis que
dgeecubra @ naturcza € o rapel desscs sitios nos  Ccromossomos
mami feros.

Contudo: nenhuma associacfo fol observada entre os sitios
frageis detectados nas  duss  espécies de Molossus & 08 eventos
Ccromoseomicos gue ocovrevan na diferenciacio das eepécies analisadas
no presente traballoo Ue modo aeval: o8 cvomossomos que gpresontarsm
2 vegifo  fragil mantiverame-se consevvados no caviobipo das  outvas

cepecies, tw! come apavrecem em Molossus.
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V. RESUMO E CONCLUSSES

0 estabelecimento de culturas celulares € intercssante
pois possibilita 3 obtengHo de cdlulas  em grande quantidades
rermitindo = realizaclo de uma série de investiaagbes bioldaicas.
entrye  #s guais o estudo citogendtico. O presente tvabslho teve ocomo
um dos obhjetivos investigar s condigices Tavoraveis pars o culti
congaslamento ifez fibvoblastos de wmorcegos no  Laboratavio
Citogenética de Vertebrados do Departamento de Bioloaiw do
UNESP . de S3o Josd do Rio Preto. Concomitantzmentss
ohgetivou caractorizar cromossomicamente wlgumas espécics
moveegons  da Ffamilia Molossidas & obter informacdes que pudessam s€r
neadas no esclarecimento das relagfes filogenéticas € agsim  ajudar
na discussHo sobre a evolugdo na

U ensaios sobve condicties de semeadura e cultivo co
vresnlizados aEm A% amostvas obtidas de 27 espécimess vevelavam  gus
fraamentos  de orelha € cauds constitusm-se  Jonte adequads  de
Fibvohlastos. Esses  fragmentos.  quandoe  colhidos  assepticamentsa
processados pela técnica de explantec (desagregacio mecé&nica) &
semzados em frascos plasticos de poliestivens das mavess Descarplast
(Hrasill, Costar ouw Cornming (EUAY . oviginarvram culturas celularece que
pudsram SEYT desenvolvidas nos meios Ham-Fi¢ ts10] MEM-Eagle.
enviaquecidos com L-alutaming & 2% de sovo fetal bovinos em ph &0

et & densidade celular otima no semesadura foi entre .62 < (e @

. . = . e .
19+ gelulass/ml pe fibhroblastos doe morvcegos atingivam =

senescéneia por  volts do 422 dia apds o inicio da proliferagido
aerxlmente apds e ol sete veplgques
R snsatos  de  congslamento  condivmaram  os dados de

craturs de e o conaelamento &m velocidade moderada
(reafvimmentoe &« -820°C e congelamento a —-1%26%C ou resfriamento
-3 g congelamento & ~i89%9¢ e -49490) Tol convendiente pars
CONSEYVEED as  células. Us  ensaios mostrayvam,  aiods. gus
densidads celular ao congelamento deve ser elevada (6.2 x 189 a
X 499 células/ml). para que apds o descongelamento  as
wignweils  ssjam capazes  de ovepvoduzivy o uma o cultura. O tempo
gstocagem  das células, que vaviow de 3 oa 40 dias:  parcceu

interferir na asa o proltiferacin (I, viapilidade

A'A"AY

1 2 3 4 5 6 7 unespw 12 1 24 1a 1o 31 18§



descongs lamsnto.

’

Has wanidlises citogenéticas rexlizadas em 32 cspecimes das

Eumope auripendulus. E. glaucinus,: E. perotis. Molossops
e

abrasus: M. temminckii. Molossus ra M. molossus = HNyctinomops
laticaudatus, =m células de medula dssea & {ibrvoblastos. ubilizou-se
ot  bandamentos 6 & [ parz identificay os cromossomos homologos & ws
homoalogias ovomossdmicass o bandamento © para a fdentificacio  da
heterocromating constitutiva € =& colovac@o pelo nitrato de prata
pava identificacio das vegides organizadovas de nucléonlos (RONMs).

As  analises rvevelaram que cinco sspéciece de trée  aénevos
pozenen 2n=43 (E. perotis: M. temminckii. M. ater. M. molossus & N.
laticaudatus?! & as oubtras trés. pertencentes a dois 9éneros. tém &n
diferentes (E. auripendulus,: com 2N=42% E. glaucinus: com on=49 ¢ M.
abrasus, com 2n=d4). bEnbtvetanto. s maiovia delas poocsul ME=&4 (),
glaucinus. M. temminckii. M. abrzasus:. M. ater. M. molossus & WM.
laticaudatus).

a4 heterocromatina constitutiva € somente centromérica nas
especics M. aters: M. molossuss E. pevotis ¢ N. laticaudatus. mas
gpayvece tambew em vregides telomdvicas em M. abrasus € M. temminckii
2 oEm bragos cvomessdmicos inteivros om E. glavcinues. As RONs vayviavam
@ numEYos ocovvrendo 2w we pay de cvomossomos os2m M. oater. M.
molossuss L. perotis = N. laticaudatus, am trés pares e
temminckiia  em oquatyo paves em L. glauwcinus & o CL1000 pares @
abrasus. MNaz saspsciss M. aters M. molossus 2 E. perotis @ am uwn
Cromossamicao 2 temminckii as RONz localizaome-ss ewm consie il
secunddrias  intevcalaves, @ nos demais cssos displem-s2 2w vregide
teloméyicas.

[as andlises concluiu-sc aue: em relacio & homologia dos
padvrBes de bandas O, Molossus ater ¢ M. molossus estio mais proximos
de HN. laticaudatus do que de E. perotis, povrem esse dltimo

agsams Lha- waiE  AoE Molossus que  ans  S8us  congénere:
auripendulus = L. glaucinus. Molossopss BB S
cyomossomicaments mais a No laticaudatus que s Molossus.

Verificou-se, também, que nz familia Molossidoe, ha
conservacionisne entre espécies de aéneros difeventes: ohsevrvado em
M. atevrs. M. molossus: E. perotie ¢ N. laticaudatus, comoe diferengas

acentuadas ity =] eoies af iz 1] B | D ETET O 1 0 e zontaoe w2
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Moloscope v Eumops. A wvariacis crowossomica observadsa nesees  dois

aénevos  deve-scy  principalmente: ® vearranjos  robervtsoniancs  no

primeive  Caso £ provavelments a3 inversdes. translocacdes ¢ variacio

na  quantideade de hetorocromatinzs constitutiva. no scaundo caso. A
Nz também estio envolvidas na vaviagio.

A analise de fragilidade cromoscbmica, espontines  ou
induwaida pov bvomodesoxiuvriding  (SD-Brdif)y 2 afidicolina  (APLY,
mostvrouw ques & semelhanga  do observado em outros anumais. o
MOVCEGNS Ppossuen  regides cromossdmicas com maior suscepbibilidade &
quebhras. A pesqauisa de fragilidade cromosedmica: em cspdécimes de M.
ater. M. wmolossus 2 E. glauwcinus. ravelow que tanto a4 Brdld como
AL dinduzewm  abervactes  ovomossdOmicas estruturais tipo quebyas
falhas., Foréms nenhuma das rvegites alteradas pode ser  considerad:
gitio {fragil sensivel 3 BrdUs pois quando 3z quebras atingivaw
freauéncisa minima de 2%y nio sc repetiram em mais de um a&nimal &
fovam observadas em houwozigose. Em velacio 4 APCs  foi possivel
veconhecer quatro rveeibes do fraxailidade! dume comuns & M. ater e M.

molossus (i4gq mediano 2 S8q mediano) s uma obsevrvada somsnts =m M. ater

(3g  proximal) 2 uma obsevvads soments om M. molossuse (ip mediano).

Algumas  dessas verides puderam seyvy considersdss: sm M. molossus:
(tin frigil mesmo sem inducdo, como 1q mediann © 3q medianc.

A assoCiacio que  tem sido obscovvada em  outvos  animalis
entre sitios Frageis ¢ i e e queshras snvolvidos sm o resyranjos
levou a que st firesse uma comparacio entre = localizaclo dos citios
frageis  identificados e o3 vearvanjos obsevrvados na evens iagdo
due espécics estudadas. Oz resultados mostvaram que as reoaides com
fragilidade ndno  pavaecem  @star  envolvidas oo veavvanjos i

acorreram durante & diferenciacio das esgpécics de molossideoos.

AV‘Y‘Y
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NI, SUMMARY

The estahlishment of cell cultures 18 & useful tool for
hiological veseavchs specialld for cybtogenetic studiss. The present
investigation =dms st the implantation of technigques for fibroblast

Tike cell calture in the Cytogenetic Labovatovry of the Depaviment
of Dioclogy., UNESF at S&Ko José do Rio Preto and the chromocomal
chavacterizatd{on of  some specics of Molossidas bates. n order o
clevify the phylogenetic relationehips within this familwa.

desays on caell culbouve conditions weve peavformed in 145
zamples  obftaining from 99 speocimens. Eav and tail biopeiecs provided
fibroblast = rich matevrial  for oell cultures. viechanical
dizaggreaatlion permitted migratina cells from the tiscue fragments

adbhere  and gvrow on plastic substvates, such @  culbture RS
from Descarplast (Myazill: Covning and Costar (USéad . HEM  Exg
Ham=i"{&. supplsmented with 204 fetal czlf sevum and Leglubtaming were
demonetvated to supply nutritional conditione for cell! avowth.

Slow freceaing was the most edfective method for prassrvrving
bat  celle. Hiaghest vates of cell wiability =fter thawing were
reached =after twe (-2¢9C and -4949C) or three (-29°C, -4i80°C and

Z2CY freezing steps.

High cell densitygas avound 4.2 = 0% and 2.4 xied czlls/ml,

appesred to be an important factor for estabhlishing new culturcs
from  frozen wmateriznl. Mavistion in stovasgs time from 2 to 4¢ 0 days
cems  to oinduce no changes in the proliferation or wisbhility rvates
atfter thawing.
The cutogenetic study was carrvied out on 38 indiwviduals
ppelonging  to  e@ight Molossidas speciesd Eumops awripendulus: k.
glaucinus,. E. perotis:. Molossops abrasus: M. temminckii. HMolossus
ater: M. molossus and Nyctinomops laticaudatus. Kavgobtypic analysis

-

wWwas per formed on bhone aavvow and fibvobliast - like cells.e G- banding
ratterne were used to ddentidy chromosomal homeloaics, C- banding to
determing constitutive hetevochromatin regions and silver staining
to detect nucleolar ovganizer veaions (NORs).

Five specics from three geneva have 2n=42 (E. perotic:
M.abrasus:, M. temminckii. M. ater. M. wmolossus and N. laticaudatus:

and thres species From the remsining two geneva  have  2ne=472 (L.
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& letad

auripendulusy s 2n=4¢ {(E. glaucinus? aod 2n=34 (H. abrasusi. The
fundaments nuber (M2 howewver. iz 44 in amlwost  all  of  the
species L. glauwcinus: M. abrasus: M. ater:. M. molossus. =nd N.
laticaudatus.

Conetitutive hetevochrvomatin 1e found only in centromeric
regiong  in E. pevotiss. M. aters. M. wolossus, and N. laticaudatus,
but alz=o ia telomeric vegions in M. abrasus and M. temminckii and in
fuull chromosome avms in E. glaucinus.

The number of MORs was variable: theve iz one  chyomosoms
paly bearing  NORe in E. perotis. M. ater. M. molossus. =zand N.
laticaudatus, thirece in M. temminckii. four in E. glaucinue and {ive
in M. ahrasus. NORe are locateod  an intecrcalar sncondary
constrictions 1n E. perotis. M. ater. M. molossue, =and in  ong
chromosome  paiv of M. temminckii. and in telomevic vesions in the
vemaining situations.

Dused  in G- bardina howmologu: M. ater and M. molossus are
closer to N. laticauwdatus than to E. perotis. n the other hand. E.
peroties 1z move similay to Molossus than to C. glaucinus. M.
abrasus  and M. temminckii werve cloassr to No laticaudatus than to M.
ater and M. molossus

The Ffamily Holoseidae showed conservatism amona specice of
di Fievent genevs {(such s Molossus aters M. molossue: Eumops pevotis
A Nyctinomops laticaudatus?, @ag well as striking diffevences
petween  species ol soms geneva {(such as Molossope and Eumops). (e
chyomosoms]l wariation was dous to vobevitsonian reavvangsmentss in the
firet case. and probabliy to inversions: tvanslocastions and chanacs
i the consbituabive hetevochromatin in the second czss. NDRs  were
also involved in these chanacs.

The presence of spontanecus  ov  S-bromodcoxyuvidine (L=
Brdld)y or aphidicolin APL) - dinduced fragile sites in bat karyotypes
wae  wlzo  snalyesd in this study. Chromosome brvealkks and gaps  were
induwced  both by Brdl oand APCL Howewvers Brdl) induced fragile sites

were not detecteds since the high freoouency of brealh in = given site

was  not  shared by different individusis. and homozygosity was  not

observed. Four chromosomal roaions wore wscertsained ase AFC-induced
fragile sites 2 in fqg madian and oane in Sq medi in M. ater and

H. molossus.: one in 3q prvroximal in M. ater and one in ip median in

A'A"AY
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M. molossus. The fragile sites i L{q and 8q weve also observed
without induction in M. molossus,

Degpite the observed association bhetween the fragile sites

and the breakpoints involved in chromosomal vearvangments in severs)

other animal speccices: tho rvesults of the present study did not show

and  coincidence betwesn the detectable fragile sites and the bhreak-

roint e involved in chromosomal vesrvanaements duving the evolution

Lhe Molossidas spooies.
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