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Resumo

Embora a ictiofauna Neotropical seja considerada a mais diversa do mundo, apenas
12,2% das espécies de peixes tiveram cariotipos descritos. A dificuldade de se obter
preparacdes cromossdmicas de boa qualidade para algumas espécies de peixes
Neotropicais ainda é um dos grandes desafios na area de Citogenética, principalmente
para peixes de pequeno e grande porte. Uma alternativa € uso de metodologias indiretas,
tais como cultura de células, amplamente utilizada e estabelecida em mamiferos,
entretanto para peixes ainda € pouco empregada pela dificuldade de padronizacdo da
técnica de isolamento e manutencdo das culturas celulares. Dessa forma, o presente
estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia de cultura de células
aderentes para obtencdo de cromossomos mitéticos em peixes neotropicais,
estabelecendo linhagens celulares de diferentes espécies e a determinacdo de suas
caracteristicas citogenéticas. Seis espécies de peixes Neotropicais da ordem
Characiformes foram utilizadas para obtencdo das culturas primérias, desenvolvimento e
criopreservacao das linhagens celulares e analise citogeneticamente. Para obtencéo das
linhagens, células de tecido muscular foram isoladas usando enzimas proteoliticas. As
células isoladas foram cultivadas em frascos ou placas tratadas com um filme a base de
gelatina e mantidas a 27,5°C, 5% CO, em meio completo (DMEM+soro fetal
bovino+antibiéticos+antimicéticos). Quando as células cobriram toda a superficie do
substrato, elas foram transferidas para novos frascos para obtencdo das preparacdes
cromossOmicas e criopreservacdo. As preparagcdfes cromossOmicas das linhagens
celulares foram realizadas em diferentes passagens nas espécies € 0S Cromossomos
metafasicos obtidos apresentaram morfologia nitida e definida com grande numero de
metafases por laminas e, o nUumero modal (2n) nas espécies foi mantido mesmo apdés o
processo de criopreservacdo e sucessivos subcultivos. Além disso, 0 uso dessa
tecnologia possibilitou a localizacdo de sequencias repetitiva de DNA em Colossoma
macropomum e Piaractus mesopotamicus. No total, 28 linhagens celulares foram
congeladas em diferentes passagens para as seis espécies com o numero de células
viaveis superiores 90% e depois de descongeladas a viabilidade celular foi superior a
50%. Esses resultados representam uma grande inovagao para area de citogenética de
peixes neotropicais e a aplicacdo desta metodologia podera sanar algumas lacunas
existentes de grupos de peixes ainda poucos explorados citogeneticamente pela
dificuldade de obter preparagdes cromossdmicas de boa qualidade que s&o cruciais para
0 sucesso de varias experiéncias. Além disso, essa técnica tornou possivel a criacdo do
primeiro banco de células de peixes neotropicais para América Latina.

Palavras-chave: Peixes dulcicolas, linhagem celular, cromossomos, FISH,

criopreservagao.



Abstract

Although Neotropical ichthyofauna is considered the most diverse in the world, only 12.2%
had karyotypes described. The difficulty of obtaining good quality chromosome
preparations for some Neotropical fish species is still one of the major challenges in the
area of cytogenetics, especially for small and large fish. An alternative is the use of indirect
methodologies, such as cell culture, widely used and established in mammals, however for
fish is still little used for the difficulty of standardization of the technique of isolation and
maintenance of cell culture. Thus, the present study aimed to develop a methodology for
adherent cell culture to obtain mitotic chromosomes in Neotropical fish, establishmenting
cell lines of different species and the cytogenetic characteristics of these lines. Six species
of Neotropical fish of the order Characiformes were used to obtain primary cell,
development and cryopreservation of the cell lines and cytogenetic analysis. To obtain the
cell lines, muscle tissue were isolated using proteolytic enzymes. The isolated cells were
cultured in flasks or plates treated with a gelatin-based film and maintained at 27.5 °C, 5%
CO2 in complete medium (DMEM + fetal bovine serum + antibiotics + antimycotics). When
the cells covered almost all surface of the substrate, they were transferred to new flasks to
obtain chromosome preparations and cryopreservation. The chromosome preparations of
the cell lines were performed in different passages in the species and the metaphase
chromosomes obtained showed clear and defined morphology with a large number of
metaphases per slide and the modal number (2n) in the species was maintained even
after the cryopreservation process and successive subcultures. In addition, the use of this
technology enabled the localization of repetitive DNA sequences in Colossoma
macropomum and Piaractus mesopotamicus. In total, 28 cell lines were cryopreserved at
different passage levels for the six species with viable cell numbers higher than 90% and
after thawing the cell viability was greater than 50%. These results show a great innovation
for the cytogenetic area of Neotropical fishes and the application of this methodology might
correct some existing gaps in fish groups which have been a little explored cytogenetically
due to the difficulty of obtaining good quality chromosome preparations that are crucial for
the success of several experiments. In addition, this technique made possible the creation
of the first Neotropical fish cell bank in Latin America.

Key words: Freshwater fish, cell lines, chromosomes, FISH, cryopreservation.
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1. Introducéo
1.1. Estudos citogenéticos em Peixes Neotropicais

A regido Neotropical compreende desde a parte sul do México até a América do
Sul e, abriga a mais rica e mais diversificada fauna de peixes do mundo. Estima-se que
existam para essa regido, 5160 espécies de peixes de agua doce, alocadas em 739
géneros, 69 familias e 20 ordens, o que representa um terco de todos os peixes
dulcicolas existentes no planeta (Reis et al. 2016). A maior parte dessa diversidade esta
agrupada dentre os Characiformes e Siluriformes, mas ha ainda lacunas de informacdes
em muitos grupos (Albert e Reis 2011).

Toda essa diversidade tem sido objeto de estudo em diferentes areas, entre elas,
na Citogenética. Essa area comecou se destacar a partir do desenvolvimento de
metodologias que permitiram a obtencdo de preparacdes cromossdémicas de qualidade
(Bertollo et al. 1978; Foresti et al. 1981) tornando uma ferramenta para avaliacdo da
biodiversidade ndo apenas na regido Neotropical, mas em outras partes do mundo. De
fato, o numero de estudos citogenéticos cresceu apds as publicacdes destas
metodologias e tem resultado ndo apenas em descricdo cariotipica, mas também em
estudos com abordagens citotaxon6micas, aplicabilidade na aquicultura, filogenia e
evolucao cariotipica, bem como na identificacdo de hibridos de peixes cultivados (Porto-
Foresti et al. 2008; Hashimoto et al. 2009; Vicari et al. 2010; Tendrio et al. 2013; Ramirez
et al. 2017).

Ha varios motivos que tornam os peixes bons modelos para estudos citogenéticos,
entre eles, a enorme variagdo cromossdmica encontrada em alguns grupos, como por
exemplo, nos Characiformes, onde € possivel observar dois padrbes de variacdes
cromossémicas. Nas familias Anostomidae, Crenuchidae, Chilodontidae, Hemiodontidae,
Prochilodontidae e Parodontidae quase ndo ha modificagbes quanto ao numero e
estrutura cromossémica, enquanto nas familias Characidae, Curimatidae, Erythrinidae, e
Lebiasinidae existem uma maior variagdo quanto ao numero cromossomico, variando de
2n = 22 a 102 cromossomos (Arai 2011). Outro grupo que também se destaca pela sua
diversificacdo cromossémica sdo os Siluriformes, como na familia Ariidae com variacdo
pequena do numero diploide, 2n= 54 a 56 cromossomos, em contrapartida nos
Callichthyidae e Loricariidae essas alteracdes sdo maiores com numero diploide de 2n =

44 a 120 cromossomos e 2n = 38 a 80 cromossomos, respectivamente (Arai 2011).
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Além disso, a presenca de diferentes sistemas de determinagcdo de sexo
encontrada em alguns grupos de peixes é outro aspecto que chama bastante atengcédo na
area da pesquisa citogenética. Sdo encontrados varios tipos de sistemas sexuais em
peixes: sistemas simples com heterogametia masculina (XX/XY), como em Hoplias
malabaricus (Born e Bertollo 2006) e no género Eigenmannia (Sene et al. 2014; Silva et
al. 2015) e com heterogametia feminina (ZZ/ZW) como no género de Megaleporinus
(Ramirez et al. 2017), Characidium (Scacchetti et al. 2015), Hypostomus ancistroides
(Kanei et al. 2017), Triportheus (Yano et al. 2014; Yano et al. 2016), entre outros; e
sistemas multiplos do tipo XiX; XoXo/ X1Y1 X2Y, como em Bunoceplalus coracoideus
(Ferreira et al. 2016), tipo XX/ XY1 Y, em Gymnotus bahianus (Almeida et al. 2015), tipo
X1X1 XoXo [ X3XoY em Harttia punctata (Blanco et al. 2014) e no género Eigenmannia
(Sene et al. 2014). E ainda sistemas sexuais derivados, como por exemplo, ZZ/Z0
descrito para Eigenmannia trilineata (Araya-Jaime 2017).

Outro aspecto também investigado dentro da citogenética de peixes é a ocorréncia
de cromossomos supranumerarios. Esses cromossomos sdo elementos gendémicos extras
ao conjunto cromossémico padrdo A e ja foram descritos em fungos, plantas e animais
(Camacho 2005). Em peixes, ja foram descritos em mais de 60 espécies de peixes
neotropicais (Carvalho et al. 2008), sendo o0s géneros Astyanax, Moenkhausia,
Prochilodus e Characidium estdo entre os mais estudados, especialmente quanto a
origem, composic¢ao, distribuicdo, comportamento e funcdo desses cromossomos (Silva et
al. 2014, 2016; Utsunomia et al. 2016; Melo et al. 2017; Serrano et al. 2017).

Embora a regido Neotropical apresente toda essa diversidade de peixes e um
cenario que proporciona estudos citogenéticos e evolutivos, o conhecimento citogenético
dessa rica ictiofauna ainda é deficiente. Estima-se que apenas 12,2% das espécies de
peixes tiveram o cariétipo descrito, sendo 344 espécies de Characiformes, 440 espécies
de Siluriformes, 354 espécies de Cyprinodontiformes e 139 espécies de Cichlidae
(Perciformes), enquanto dados para a maioria das outras ordens ainda sao considerados
escassos (Arai 2011).

A auséncia de informacdes quanto a composi¢ao e estruturagdo cromossémica de
muitas espécies de peixes pode ser atribuida a dois fatores relevantes, como o0s
problemas enfrentados para manutenc¢do dos animais vivos em laboratorio, e a dificuldade

em se obter preparacdes citogenéticas de boa qualidade usando metodologias ja
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existentes. Assim, o desenvolvimento de novas metodologias citogenéticas podem
contribuir expressivamente para novos estudos em grupos ainda poucos explorados ou

nagueles onde os problemas ja levantados poderdo ser melhores investigados.

1.2. Culturas de células aderentes e linhagens celulares

A cultura de células animais é uma técnica in vitro amplamente utilizada para isolar
e manter células fora do seu ambiente original (Oyeleye et al. 2016), e tem sido uma
ferramenta muito Util nos estudos sobre comportamento e funcionamento dos sistemas
biolégicos. Os primeiros ensaios com cultura de células ocorreram no inicio de século XX,
para estudar o comportamento de células animais durante a homeostase e stress
(Freshney 2005), desde entdo, o desenvolvimento de pesquisas com cultura de células
ganhou grande destaque em diferentes areas da virologia, morfogénese, citologia,
citoquimica, toxicologia, biotecnologia e biologia molecular, em muitos animais e grupos
de plantas (Sobhana et al. 2009; Helgason e Miller 2013).

Esse desenvolvimento ocorreu principalmente pelo aprimoramento da técnica e
pela utilizacdo de linhagens celulares que puderam ser propagadas por um maior periodo
de tempo, tornando a tecnologia de cultura de células mais moderna e valiosa para
estudar as funcbes e mecanismos de operacdes de diferentes tipos de células, incluindo
células de insetos, de humanos, de roedores, e de outros animais (Oyeleye et al. 2016).

Um grupo de células isoladas diretamente de 6rgdos ou tecidos de um individuo é
conhecido como cultura primaria. Essas células podem migrar do fragmento de tecido
aderido ao substrato ou pela dissociacdo mecanica e/ou enzimatico do tecido que ird
produzir uma suspensdo celular e, posteriormente, essas células serdo fixadas ao
substrato e assim comecardo a proliferar. Tais células dependentes de um substrato sdo
chamadas de células aderentes. Elas crescem em monocamadas e tem crescimento
limitado pela superficie do substrato (Freshney 2010; Moraes et al. 2014; Oyeleye et al.
2016).

A afinidade das células aderentes com o substrato é considerada crucial para sua
proliferacdo, por isso o processo de adesado celular é de fundamental importancia na
comunicacdo e regulagdo das células e no desenvolvimento e manutencdo de tecidos.
Esse processo é caracterizado pela fixagdo da célula ao seu substrato, achatamento da
célula e, posteriormente proliferacdo da célula no substrato (Khalili e Ahmad 2015). De

modo geral, culturas de células in vitro de vertebrados crescem em um substrato artificial
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gue permita a aderéncia e crescimento da célula, mas esse processo pode ser otimizado
guando se faz um pré-tratamento no substrato com soro, colageno, gelatina, laminina,
fibronectina, entre outros (Freshney 2010). Tais tratamentos séo particularmente Uuteis
para estabelecer culturas de células que séo dificeis de cultivar (Merten 2015).

Quando as células cobrem toda a superficie do substrato (confluéncia celular) é
necessario transferir essas células para novos frascos, processo chamado de subcultivo
(passagem ou repique). Geralmente, as células aderentes sédo desprendidas da superficie
do frasco com tripsina (que clivam as proteinas de ades&o) ou com espatulas especiais.
ApGs o primeiro subcultivo, a cultura deixa de ser considerada priméria, e passa a ser
conhecida como linhagem celular. Diferentes das culturas primarias que sdo mais
heterogéneas, as linhagens celulares sdo mais homogéneas e proliferam mais
rapidamente (Freshney 2010).

Com a disseminada necessidade de substituicdo de animais pela estratégia dos
3Rs (reduction, refinement e replacement) (Doke e Dhawale 2015), o desenvolvimento de
novas linhagens celulares é crescente. Atualmente, mais de 4000 linhagens celulares
estdo disponiveis no ATCC (American Type Culture Collection), destas, 150 linhagens sao
de células animais e de insetos (https://www.atcc.org/). A linhagem celular HeLa é uma
das linhagens mais utilizadas e mais antigas, foi estabelecida de adenocarcinona cervical
de uma paciente chamada Henrietta Lacks e muito do conhecimento dos processos que
ocorre nas células de animais, especialmente nas células humanas, foi adquirido pelos

estudos com estas células HelLa (Masters 2002).

1.3. Cultura de células para estudos cromossémicos em peixes

Os peixes constituem um excelente modelo experimental para estudos no
desenvolvimento de linhagens de células. De acordo com Wang et al. (2012) mais de 280
linhagens de células de fibroblastos de peixes estdo atualmente disponiveis. A maioria foi
estabelecida para espécies de peixes de agua doce e peixes anadromos, sendo que
muitas dessas linhagens foram desenvolvidas na Asia (Lakra et al. 2011). Entretanto, a
maior parte dessas linhagens nao esta disponivel no catalogo da ATCC
(https:/lwww.atcc.org/).

Muitas linhagens de células tém sido estabelecidas e amplamente usadas em uma

variedade de estudos, incluindo a deteccao e isolamento de virus (Chi et al. 1999; Fu et
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al. 2015), avaliacdo da citotoxidade em poluentes aquéticos (Fent 2001; Taju et al. 2013;
Dubey et al. 2015), interacao patdégeno hospedeiro para elucidar questdes relacionadas a
imunidade inata (Jensen et al. 2013), mapeamento e expressado génica (Wei et al. 2014;
Mello et al. 2015; Kumar et al. 2016) e criacdo de bancos de germoplasma de peixes
(Sobhana et al. 2009; Chen e Qin 2011; Wang et al. 2012).

A maioria dessas linhagens vem sendo cultivadas a partir de tecidos epiteliais,
branquias, coracao, figado, rim, ovario, cérebro, entre outros, embora embrides e
nadadeiras sejam os tecidos mais utilizados, especialmente o tecido da nadadeira, pela
sua alta capacidade regenerativa (Fryer e Lannan 1994). Essas foram propagadas
usando meios e técnicas adaptadas que ja foram desenvolvidas para células de
mamiferos, com ajustes nas condi¢cdes de cultivos, principalmente na temperatura de
incubacédo (Wolf e Quimby 1976).

Tendo em vista a diversidade de espécies de peixes, a cultura de células ainda é
pouco utilizada como ferramenta em estudos citogenéticos (Amemiya et al. 1984; Bejar et
al. 1997; Zhang et al. 1998; Wang et al. 2012; Romanenko et al. 2015), principalmente
pela dificuldade de padronizacdo da técnica de isolamento e manutencdo de culturas
celulares. Por outro lado, essa metodologia tem se apresentado como uma excelente
alternativa para obter preparacées cromossomicas de qualidade e pode ser aplicada em
estudos citogenéticos de espécimes de pequeno e grande porte, nas quais a aplicacao
dos protocolos comuns de preparagdo cromossémica ndo pode ser diretamente utilizada,
ou ainda em espécies utilizadas em aquicultura ou ameacadas de extincdo, quando nao
h& possibilidade de sacrificio dos animais (Amemiya et al. 1984). Outro ponto relevante
para o uso de cultura de células como ferramenta para a citogenética, é que ela
proporciona a montagem de um banco de células vivas, disponiveis a qualguer momento,
sendo possivel acessa-las sempre que alguma metodologia precise ser repetida, o que

dispensa a ida ao campo para coletar novos espécimes.

2. Objetivos
2.1. Objetivo principal
O presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia de

cultura de células aderentes para obtencdo de cromossomos mitoticos em peixes
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neotropicais, estabelecendo linhagens celulares de diferentes espécies e a determinacao
de suas caracteristicas citogenéticas.

2.2. Objetivos Especificos

e |solar e manter culturas primarias de células de fibroblasto de peixes de agua doce;
e Estabelecer as linhagens celulares dessas espécies;

e Determinar a estrutura cromossémica dessas linhagens;

e Testar marcadores citomoleculares nos cromossomos dessas espeécies;

e Criopreservar as linhagens de células obtidas.

e Obter cultivos celulares de linhagens criopreservadas.

3. Material e Métodos

3.1 Material
3.1.1 Espécies estudadas e locais de coleta

Foram analisadas seis espécies de peixes neotropicais da ordem Characiformes
(Tabela 1). Para preparacdo das culturas primarias, pequenos fragmentos de tecido
muscular de cada individuo foram retirados. Alguns animais foram coletados de acordo
com as leis ambientais brasileiras, conforme permissdo de coleta emitida pelo
MMA/IBAMA/SISBIO de numero 13843-1, enquanto outros animais foram doados pelo
Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Jaboticabal-SP. Os procedimentos de
coleta, manutencao e analise dos animais foram realizados de acordo com o regulamento
internacional de experimentos com animais, seguindo pela Universidade Estadual Paulista
(CEEAA/IBB/UNESP nuamero de protocolo 1001-CEUA).
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TABELA 1: Espécies de peixes Neotropicais analisadas neste estudo, nimero de individuos (N), sexo - @ para fémeas, J para machos,

NI n&o identificado, local de coleta.

Ordem Familia Espécie N Sexo Tecido Localidade
Astyanax altiparanae 3 22;148 Musculo Rio Jararaca, Bacia Parapapanema
Astyanax paranae 7 22;24; 3NI Musculo Rio Cascatinha, Bacia do Tieté
Characidae Astyanax bockmanni 1 NI Musculo Rio Jararaca, Bacia Parapapanema
Anostomidae Megaleporinus macrocephalus 12 50748 Musculo CAUNESP, Jabaticabal
h if . . . , .
Characiformes Serrasalmidae Piaractus mesopotamicus 6 NI Mdusculo CAUNESP, Jaboticabal
Colossoma macroponum 9 NI Musculo CAUNESP, Jaboticabal
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3.2Métodos
3.2.1 Obtencéo da cultura priméaria e desenvolvimento das linhagens
celulares

Para obtencéo das culturas primarias e desenvolvimento das linhagens
celulares foi utilizada uma técnica desenvolvida no presente estudo e
implementada no Laboratério de Biologia e Genética de Peixes. Essa
metodologia envolve, basicamente, a coleta do tecido e preparacao, cultivo das
células (monocamadas) em meio de crescimento e subcultivos.

Os peixes sofreram eutanasia por imersdo em agua gelada (2°C) por 5
minutos, em seguida, foram mergulhados em alcool 70% (v/v) por 1 minuto.
Apds esses procedimentos, fragmentos de tecidos (musculo ou nadadeira)
foram retirados com o auxilio de material cirdrgico devidamente esterilizado.
Esses fragmentos foram lavados em uma solucéo de hipoclorito 0,4% (v/v) por
30 segundos, posteriormente em alcool 70% por 30 segundos e, por fim, em
uma solucdo salina tamponada com sais de fosfato (PBS) com antibi6ticos
(100U/ml de penicilina e 100 pg/ml estreptomicina) e antimicoticos (2.5 pg/ml
anfotericina B). Os tecidos foram fragmentados (média de 1mm?® cada pedaco)
em placas de petri com auxilio de laminas de bisturi estéril e meio essencial
minimo modificado por Dulbecco (DMEM), suplementados com antibioticos
(100U/ml de penicilina e 100ug/ml estreptomicina) e antimicético (2.5 pg/ml
anfotericina). Este meio foi chamado de meio basal.

Os fragmentos dos tecidos foram colocados em tubo falcon (15 ml)
estéril com 5ml de meio basal e centrifugados a 500g por 10 minutos. Apés, o
sobrenadante foi descartado e um novo meio basal adicionado. Os tubos com
os fragmentos dos tecidos foram agitados manualmente cinco vezes e
novamente centrifugados.

Apés o descarte do sobrenadante, 5 a 10 ml de uma solugdo de
colagenase (0,4 mg/ml) foi adicionada aos frascos e mantidas na incubadora
com agitacéo orbital de 90rpm a 27,5 °C, e por um tempo de digestao de 60 a
90 minutos. Quando finalizada a digestdo, o material foi centrifugado e lavado
em meio basal para retirada da solucéo de colagenase.

Uma nova digestéao foi realizada, dessa vez usando uma solucao de
tripsina 0,25% previamente aquecida a 37°C. Foram adicionados aos tubos 10
a 20 ml desta solucéo, com pipetagens sucessivas, durante 20 minutos. Apos a

segunda digestdo, a suspensao obtida da tripsinizacao foi colocada em novos
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tubos falcon com meio completo (meio basal suplementado com 10% soro fetal
bovino (SFB)).

A suspensdo celular foi centrifugada e o “pellet” resultante foi re-
suspendido em meio completo. As células foram semeadas uniformemente em
placas de seis pocos, ou placas de 12 pocos ou frascos 25 cm?® dependendo do
tamanho do “pellet” resultante. Tanto as placas quanto os frascos foram
tratados previamente com gelatina 0,1% para favorecer a adeséo celular. De
500ul a 2ml da solucdo de gelatina foi adicionada a superficie do frasco e,
entdo deixadas na incubadora por um tempo de 2 horas. Apos, os frascos
foram retirados da incubadora e o excesso da gelatina foi removida com auxilio
de uma pipeta e apenas um filme de gelatina foi formado.

As culturas obtidas foram incubadas a 27,5+2,0°C, 5%CO, com meio
completo. O crescimento das células foi acompanhado diariamente em
microscoépio invertido e a troca do meio de manutencdo foi realizada apos
adesdo das células aos frascos e em intervalos de 1 a 2 dias dependendo do
crescimento celular observado ou pela mudanca da coloracdo deste meio.
Quando havia um consumo maior do meio pelas células, a troca do meio foi
total, jA nas outras culturas essa troca foi parcial, ou seja, 50% do meio foi
removido do frasco e adicionado novo meio ha mesma proporgao.

Quando 80% da placa ou frasco de cultura se encontrava coberto por
células (confluéncia celular) foram realizados subcultivos (passagem), em que
foram removidos os meios das placas ou frascos. Posteriormente, as placas
foram lavadas com solucéo de PBS e adicionado 1 a 3 ml de tripsina aquecida
a 37°C. Estas foram colocadas na incubadora por no maximo 10 minutos até
gue todas as células se desgrudassem do fundo. Entéo, foi adicionado meio
completo na mesma propor¢gdo para a inativagdo da tripsina. Algumas vezes,
guando as células néo se desgrudavam totalmente, 0 mesmo procedimento era
repetido com mesmo volume e tempo de tripsinizagao.

As células tripsinizadas foram centrifugadas e o “pellet”’ resultante foi re-
suspendido em 1 ml de meio completo. Entdo, as células foram distribuidas em
novos frascos e incubadas novamente em 27,5+2,0°C, 5%CO, e,
posteriormente um dos frascos foram utilizados obtencdo dos cromossomos

mitoticos e outro para criopreservacao das células.
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3.2.2 Criopreservacao e teste viabilidade celular

Para criacdo de um banco de células das linhagens de fibroblastos com
o minimo efeito deletério na sua estrutura e funcionalidade as células foram
conservadas a temperatura criogénica.

Quando as culturas alcancaram 80% de confluéncia celular, as células
foram ftripsinizadas e, entdo o “pellet” resultante foi suspendido em meio
crioprotetor (10% DMSO, 90% SFB, 1% antibioticos e 1% antimicoticos) em
uma concentracdo final de 5 x 10° a 3,0 x 10°células/ml. Os criotubos foram
colocados dentro de suporte de congelamento (“Mrs. Froster”, Nalgene) com
isopropanol e, entdo foram levados ao freezer -80°C overnight para que
acontecesse o0 congelamento gradual de 1°C/min. Apés o periodo, os criotubos
foram retirados deste suporte e armazenados em caixas de papel no freezer -
80°C até o momento do descongelamento.

Para o descongelamento foi utilizado uma a duas amostras de cada
espécie em passagens diferentes. Os criotubos contendo as células foram
parcialmente mergulhados em banho-maria a 37°C com leve agitacdo até que
uma pequena pedra de gelo se formasse. Entdo, o conteddo do criotubo foi
adicionado a um tubo falcon estéril contendo meio completo aquecido e,
posteriormente, a suspensao celular foi centrifugada e sobrenadante
descartado. O “pellet” foi re-suspendido em meio completo e a suspensao
resultante foi distribuida em novos frascos e levados a incubadora sobre as
mesmas condi¢des do cultivo inicial.

Para estimar o niumero de células viaveis e a concentracdo celular antes
e ap6s o descongelamento foi realizada a contagem das células no
hemocitdmetro (camera de Neubauer) com o ensaio de exclusdo com o corante
azul de Trypan. Este corante fornece informagbes sobre a integridade da
membrana celular, uma vez que células viaveis tem a capacidade de excluir o
corante pela membrana.

Assim, aliquotas de 10ul de cada suspensdo celular foram feitas, e
entdo foi adicionado na mesma proporcdo o corante azul de Trypan e as
amostras foram homogeneizada. Posteriormente, somente 10l deste mix
foram colocadas na camera de Neubauer e observadas em microscopio
invertido na objetiva de 10x para a contagem das células. Somente as células
gue ocupavam 0S quatro quadrantes externos da camera de Neubauer foram

contadas e a concentracao celular foi estimada pela seguinte equacéo:
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Numero de células/ml = média de células dos quatro quadrantes X 10* X fator de diluic&o

Enquanto, a viabilidade das amostras foi estimada pela proporcao entre
0 numero de células vivas e total de células (vivas e mortas), como na equacao

abaixo:

NUmero de células vivas
Viabilidade celular = X 100
N° de células vivas + N° células mortas

3.2.3 Andlise de apoptose e necrose

Um criotubo de cada amostra foi utilizado para avaliar o processo de
morte programada ap0s o processo de criopreservacao. As amostras foram
descongeladas em banho maria a 37°C como descrito no item anterior e o
“pellet” re-suspendido em meio DMEM sem adicdo de antibioticos e soro fetal
bovino. Entdo, duas amostras controle foram organizadas num tubo de
citometria. No primeiro controle foram adicionados 250 pl da suspenséao celular
+ 5 ul de anexina e no segundo controle apenas 250 pl da suspenséao celular.
JA as amostras teste foram colocadas 500ul da suspensdo celular+ 5 pli
hoestch + 5 pl anexina + 5 ul iodeto de propideo. As amostras foram incubadas
por 15 minutos a temperatura ambiente, e em seguida as leituras das amostras
foi realizada no Citbmetro de Fluxo (LSR Fortessa, BD Biosciences, EUA) na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, SP e as
analises no software FACSDiva™ (BD Biosciences, EUA).

Os resultados obtidos foram interpretados como descritos por Ranera et
al. (2012). Células viaveis apresentam marcacdes negativas para anexina (AN)
e iodeto de propideo (PI), enquanto células em apoptose inicial apresenta
marcacao positiva para AN e negativa para PI. Ja células em necrose exibem
marcacado negativa para AN e positiva para Pl e células em apoptose tardia

mostra marcagao positiva para ambos.

3.2.4 Obtencao de cromossomos mitoticos
Para obtengcdo dos cromossomos mitéticos foi utilizada a metodologia
descrita por Foresti et al. (1993) adaptada para cultura de células de

fibroblastos. A metodologia envolve basicamente, a inibicdo da polimerizacéo
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dos microtubulos pela colchicina, a hipotonizacédo das células em suspenséo e
a fixagéo celular pela mistura de metanol/acido acético.

As culturas celulares subcultivadas foram monitoradas diariamente até
que o crescimento celular atingisse 70% de confluéncia. Entdo, 100ul de
solucdo aquosa de 0,0016% de colchicina foi adicionada aos frascos por um
periodo de 3 a 4 horas. ApGs esse periodo, as células foram desgrudadas da
superficie dos frascos pelo tratamento de tripsina e colocadas em tubos falcon.
A suspenséo celular foi centrifugada a 500g por 10 minutos e o sobrenadante
descartado.

O “pellet” resultante foi homogeneizado em 5 ml de solugdo hipotdnica
pré (KCl 0,075M) e mantidos a 37°C por 15 minutos. Apds a incubacéo, foram
adicionadas 5 gotas de fixador (3 Metanol:1 Acido acético) recém preparado
gelado e o material foi homogeneizado com uma pipeta e deixado repousar
durante 5 minutos. Entdo, foi adicionado mais fixador até completar o volume
de 8 ml. A suspenséo celular foi novamente homogeneizada e centrifugada a
500g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e um novo fixador (5ml)
foi adicionado e homogeneizado. Esse passo foi repetido mais duas vezes.
Apés a dultima centrifugacdo, foi adicionado de 200 a 500 pl de fixador
dependendo da densidade de células resultantes. Os tubos com as células
foram mantidos em freezer (-20°C).

Uma gota da suspensado celular (15 pl) foi colocada sobre laminas
limpas apoiadas dentro de um banho quente a 60°C. Essas laminas foram
coradas com Giemsa 5% em tampé&o fosfato (pH=6.8) por 8 minutos.

3.2.5 Anélise de dados citogenéticos

As preparagbes cromossomicas foram analisadas em fotomicroscopio
(Olympus BX61) e, as melhores metafases foram capturadas com o software
Image Pro Plus, 6.0 (MediaCybernetics) e o nUmero de cromossomos contados
com auxilio do software Adobe Photoshop CS4 versdo 11.0, usando a

ferramenta “count tool” para estabelecimento do numero modal.

3.3 Hibridac&o in situ fluorescente (FISH)

A aplicacdo da técnica de hibridacdo in situ fluorescente (FISH) foi
realizada com base em procedimentos adotados por Pinkel et al. (1986), com
modificacdes implementadas pelo Laboratdrio de Biologia e Genética de Peixes
do Departamento de Morfologia IB/JUNESP.
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As sondas dos genes DNAr 5S, DNAr 18S, snRNA U2, snRNA U1 foram
mapeadas nas espécies de Colossoma macroponum e Piaractus
mesopotamicus. A sonda dos genes DNAr 5S e DNAr 18S foram utilizadas
como controle, visto que essas vem sido amplamente utilizada em peixes. A
escolha das espécies para testar esses marcadores se deu pelo fato de ndo
existir dados de mapeamento cromossémicos disponiveis para esses genes
nessas espécies e a possibilidade de utilizar esses marcadores futuramente em
estudos voltados para aquicultura.

O procedimento da técnica € dividido em etapas. A primeira etapa
consiste em tratar as laminas com RNAse, pepsina e formaldeido. No
tratamento com RNAse, as laminas foram lavadas com PBS (1X) por 5 minutos
e desidratadas em série alcodlica 70%, 85% e 100% a -20°C por 3 minutos
cada. Posteriormente, as laminas foram tratadas com 80 pl de solucdo de
RNAse 0,5% (em 2xSSC) por 1 hora em camera Uumida a 37°C. Apés, as
laminas foram lavadas duas vezes em 2xSSC por 5 minutos cada e uma vez
em PBS (1X) por 5 minutos. Para o tratamento com pepsina, as laminas foram
incubadas em uma solucéo de pepsina 0,005% (em 10mM HCI) por 10 minutos
a 37°C e, em seguida, as laminas foram lavadas com PBS (1X) por 5 minutos.
Entdo, as laminas foram fixadas pelo tratamento com formaldeido 1% (em PBS
(1X) / 1X/MgCl, 50mM) por 10 minutos. Depois de fixadas, as laminas foram
lavadas em PBS (1X) por 5 minutos e desidratadas em série alcoodlicas 70%,
85% e 100% a -20°C por 3 minutos cada.

As proximas etapas foram a pré-hibridizacdo e hibridizacdo. Na pré-
hibridizacdo, as laminas foram incubadas em formamida 70% a 70°C para
desnaturacdo do DNA cromossémico por 5 minutos. Apés, as laminas foram
desidratadas em série alcodlica 70%, 85% e 100% a -20°C por 3 minutos cada.
Simultaneamente a essa desnaturacdo, a solucdo de hibridizacao
(concentracao final: 10% de sulfato dextrano, 50% formamida, 2XSSC)
contendo as sondas marcadas com biotina-dUTP e digoxigenina-dUTP (3 a
5ul) foram desnaturadas a 95°C por 10 minutos e imersas imediatamente no
gelo. Na hibridizag&o, a solugdo de hibridizag&o foi colocada sobre as laminas
secas e essas foram cobertas com laminulas limpas e mantidas em camera
umida a 37°C overnight.

As etapas seguintes foram as lavagens de estringéncia e detec¢cao dos

sinais correspondentes. As laminulas foram removidas das laminas e lavadas
27



duas vezes em solucdo de formamida 15% (em 0,2XSSC) a 42°C por 10
minutos cada. Apos, trés lavagens em solugdo de 0,1XSSC a 60°C por 5
minutos cada, e uma lavagem em solugdo Tween 0,5% (em 0,4XSSC) por 5
minutos. Entdo, as laminas foram incubadas em uma solucdo de tampéo de
bloqueio (5% Nonfat Dried Milk powder (NFDM) / 4xSSC) por 15 minutos e
lavadas duas vezes em solugcdo Tween por 5 minutos cada.

A deteccao do sinal na sonda foi feita utilizando anticorpos (0,5 pl de
antidigoxi-rodamina e 1,0 pl de avidina-FITC) com 100 pul de solucdo de tampéo
bloqueio colocados sobre a lamina coberta com laminula. As laminas foram
incubadas por uma hora em camera umida a 37°C. Apds, as laminas foram
lavadas trés vezes em solucdo do Tween e desidratadas em série alcodlica
70%, 85% e 100% a -20°C por 3 minutos cada.

ApoOs a secagem, as laminas foram coradas com meio de montagem
Vectashield com DAPI (Vector, EUA) e analisadas em fotomicroscépio Optico
de fluorescéncia (Olympus BX61) e as imagens capturadas usando o software
Image Pro Plus 6.0 (MediaCybernetics).
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4. Resultados e Discusséo
Os resultados obtidos no presente estudo e sua discussao estao
organizados na forma de trés capitulos, os quais correspondem aos artigos

cientificos que serdo submetidos apos a defesa da tese.

Capitulo 1: Novo protocolo de cultura de células para obtencdo de

cromossomos mitéticos em peixes.

Capitulo 2: Banco de linhagens celulares de peixes neotropicais para estudos

citogenéticos.

Capitulo 3: Mapeamento cromossodmico de sequéncias de DNA repetitivos em
linhagens celulares de espécies da familia Serrasalmidae Bleeker,1859
(Characiformes).
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Capitulo 1. Novo protocolo de cultura de células para obtencédo de

cromossomos mitoticos em peixes

Resumo

A cultura de células é uma excelente alternativa para obter preparacdes
cromossOmicas de qualidade. No entanto, esta metodologia ainda é pouco
explorada para a obtencdo de preparacbes cromossdomicas de peixes
neotropicais, principalmente pela dificuldade de padronizacdo da técnica de
isolamento e manutengcdo das culturas celulares. Aqui, descrevermos um
protocolo para obtencdo de cromossomos mitéticos para realizacao de estudos
citogenéticos a partir de cultura de células provenientes de tecido muscular de
Astyanax altiparanae. Nossa técnica esta baseada no uso de um filme, a base
de gelatina, que proporciona melhor aderéncia de um grande numero de
células e condicbes para sua adequada multiplicacdo. As células, com
morfologia de fibroblastos, isoladas do musculo de A. altiparanae apresentaram
rapida proliferagdo celular, resultando em culturas celulares bastante
volumosas. A coleta das células em divisdo para realizacdo de preparacdes
cromossOmicas e as figuras metafasicas obtidas a partir dessas culturas
apresentaram o numero diploide da espécie, 2n=50 cromossomos em 80% das
células estudadas, com cromossomos integros e distendidos. Algumas
populacdes celulares foram criopreservadas e depois de restabelecidas essas
células mantiveram a sua capacidade proliferativa. O desenvolvimento desse
protocolo representa uma inovacado para area da citogenética de peixes
Neotropicais e devera trazer expressiva contribuicdo para o estudo de grupos
ainda poucos explorados devido a dificuldade de obtencdo de preparacbes

cromossomicas de boa qualidade.

Palavras-chave: Cultivo de células, criopreservacdo, citogenética de peixes,

Cromossomos, mitose.
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Introducéo

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de novas metodologias para
culturas de células de peixes tem crescido e boa parte delas foram adaptadas a
partir das metodologias desenvolvidas para culturas de células de mamiferos.
Em geral, essas metodologias utilizam de um pequeno de fragmento de tecido
dissociado para isolar as células e posteriormente cultivar as células em
substrato aderente (Amemiya et al. 1984; Bejar et al. 1997; Sobhana et al.
2009; Wang et al. 2012), enquanto outras metodologias utilizam de enzimas
proteoliticas para isolar as células do tecido (Zheng et al. 2012; Bain et al.
2013; Graf et al. 2013; Kim et al. 2014; Fu et al. 2015). Além disso, algumas
dessas metodologias tem utilizado de substrato artificial para otimizar e
estabelecer culturas de dificil adeséo (Graf et al. 2013; Kim et al. 2014).

De fato o grande numero de metodologias publicadas para essa técnica
se deve ao um enorme potencial de aplicacdo em diversas areas, como
biotecnologia e aquicultura (Bols e Lee 1991; Zhang et al. 1998; Villena 2003),
toxicologia (Babich e Borenfreund 1991; Fent 2001), imunologia (Nicholson et
al. 1987; Chi et al. 1999), protecédo de espécies (Sobhana et al. 2009; Chen e
Qin 2011; Wang et al. 2012) e citogenética (Romanenko et al. 2015). Embora a
cultura de células tenha se apresentado como uma excelente alternativa para
obter preparacdes cromossdmicas de qualidade, esta tecnologia ainda € pouco
explorada para a obtencdo de preparacdes cromossdmicas em peixes,
principalmente pela dificuldade de padronizacdo da técnica de isolamento e
manutenc¢ao de culturas celulares.

As vantagens da sua aplicacdo tém se apresentado bastante amplas,
tais como em estudos citogenéticos de espécimes de pequeno e grande porte,
nas quais a aplicacdo dos protocolos comuns de preparacdo cromossémica
nao pode ser diretamente utilizada; no estudo de espécies utilizadas em
aguicultura ou ameacadas de extincdo, quando nao ha possibilidade de
sacrificio dos animais; ou ainda pode ser aplicada também na realizacéo de
testes com agentes mutagénicos ou cancerigenos, sem a necessidade de
sacrificio desnecessario de um grande nimero de animais (Amemiya et al.
1984).

Outra vantagem € que esta metodologia pode propiciar o

estabelecimento de um banco de células disponivel a qualquer momento e,
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desta forma, em caso da repeticdo de metodologias citogenéticas, ndo €
necessario voltar a campo em busca de novos espécimes. Tendo em vista as
possiveis vantagens desta metodologia, o objetivo deste estudo foi desenvolver
um protocolo da técnica de cultivo de células de peixe com aplicacéo direta na
obtencdo de cromossomos mitéticos para realizacado de estudos citogenéticos.
Para isso foi utilizada a espécie Astyanax altiparanae (Characiformes) como
modelo, uma vez que esta espécie tem sido objeto de diferentes tipos de
estudos citogenéticos (Yano et al. 2014; Fernandes et al. 2014; Martinez et al.
2012; Neto et al. 2009; Domingues et al. 2007).

Material e métodos

Preparacdo do tecido e isolamento das células

Trés espécimes de Astyanax altiparanae (3 a 5 cm) provenientes do
corrego da Jararaca, componente da bacia do Rio Paranapanema, Sdo Paulo,
Brasil, foram utilizadas para obtencdo dos cultivos primarios a partir de
amostras de tecido muscular. Os peixes foram eutanasiados por imersdao em
agua gelada (Blessing et al. 2010) e desinfetados em etanol 70% (v/v) por 1
minuto, e apdés esses procedimentos, o tecido muscular foi removido
assepticamente utilizando material cirargico devidamente esterilizado.

Os fragmentos dos tecidos foram lavados em solu¢édo de hipoclorito de
sédio 0,4% (v/v) e etanol 70% por 30 segundos cada e por fim em uma solucéo
salina tamponada com sais de fosfato (PBS) com antibidticos (100U/ml de
penicilina e 100 pug/ml estreptomicina) e antimicoticos (2.5 pg/ml anfotericina
B). Posteriormente, os fragmentos de tecido foram dissociados em placas de
petri com auxilio de laminas de bisturi estéril (média de 1mm?®cada pedaco) em
meio essencial minimo modificado por Dulbecco (DMEM), suplementados com
antibioticos (100U/ml de penicilina e 100ug/ml estreptomicina) e antimicotico
(2.5 pg/ml anfotericina). Este meio foi chamado de meio basal.

Os fragmentos dos tecidos foram centrifugados a 500g por 10 minutos e
apos, o sobrenadante foi descartado. Esse procedimento foi repetido mais uma
vez. Entdo, 5 a 10 ml de uma solucéo de colagenase (0,4mg/ml) foi adicionada
aos frascos e mantidos na incubadora com agitagao orbital a 27,5°C e 90rpm
por um tempo de 30 a 90 minutos. Quando finalizada a digestdo, o material foi

centrifugado e lavado em meio basal para retirada da solugéo de colagenase.
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Posteriormente, 10 a 20 ml de solucdo de tripsina 0,25% aquecida a
37°C foram adicionados ao “pellet” resultante e foi mantido por 20 minutos a
temperatura ambiente com pipetagens sucessivas. O sobrenadante
resultante desta segunda digestédo foi recolhido e ressuspendido em
meio completo (meio basal suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB)) e

centrifugado a 500g por 10 minutos.

Tratamento das placas e cultivos das células

As células isoladas foram cultivadas em placa de 12-well (Sarstedt,
Alemanha) previamente tratadas com 500yl da solugdo de gelatina 0,1%
(Thermofisher scientific, EUA). De 500ul a 2ml da solucdo de gelatina foi
adicionada a superficie do frasco e, entdo deixadas na incubadora por um
tempo aproximadamente de até 2 horas. Apds, os frascos foram retirados da
incubadora e 0 excesso da gelatina foi removida com auxilio de uma pipeta e
apenas um filme de gelatina foi formado.

As culturas obtidas foram incubadas a 27,5°C em 5% de CO; e o
meio de cultura foi trocado diariamente apds a adesdo. Quando as células
cobriram quase 80% da placa (confluéncia celular), elas foram removidas das
placas com tripsina, e entdo centrifugadas e distribuidas em dois novos
frascos. Um frasco foi utilizado para obtencéo das preparacdes cromossoémicas

e outro frasco para criopreservacao das células.

Congelamento e descongelamento das células

Células da quarta até a sexta passagem foram utilizadas para
criopreservacdo. As células foram cultivadas em frascos de T-75 cm?®
(Sarstedt, Alemanha) e quando alcangaram aproximadamente 80% confluéncia
foram desgrudadas da superficie do frasco usando o protocolo de subcultivos
descrito acima. O “pellet.” resultante foi ressuspendido em meio de
congelamento (10% Dimetilsulfoxido—-DMSO, 90% de SFB, 1% antibioticos, 1%
de antimicéticos) numa densidade celular de 10° células/ml e transferido para
criotubo estéril (Sarstedt, Alemanha). Os criotubos foram colocados em suporte
de congelamento (“Mrs. Froster”, Nalgene) e depois no freezer -80°C overnight

para o congelamento gradual de 1°C/minuto. Apds o periodo, os criotubos
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foram retirados deste suporte e, entdo estocados em caixas de papel no
freezer -80°C até o momento do descongelamento.

Para o descongelamento, os criotubos contendo as células foram
parcialmente mergulhados em banho-maria a 37°C. Entdo, o conteudo do
criotubo foi adicionado a um tubo falcon estéril contendo meio completo
aquecido e centrifugado. O “pellet” foi suspendido em meio completo e
distribuidos em novos frascos e levados a incubadora sobre as mesmas
condi¢cbes do cultivo inicial. Para estimar o numero de células viaveis e a
concentracdo celular antes e apds o descongelamento foi realizada a contagem
das células no hemocitdmetro (camera de Neubauer) com o corante azul de

Trypan.

Cromossomos mitéticos

Um frasco (T-25 cm® Sarstedt, Alemanha) foi utilizado para anélise
citogenética, as células musculares da terceira até a sexta passagem foram
tratados com 100ul de solucdo de colchicina 0,0016% que foi adicionado ao
frasco por um periodo de até 4 h. Posteriormente, as células da cultura foram
tripsinizadas e centrifugadas a 500g por 10 minutos. Em seguida, as células
foram tratadas com solucédo de cloreto de potassio (KCL) 0,075M durante 15
minutos a 37° C e fixadas com solucdo de Carnoy (metanol:acido acético na
proporcao de 3:1). Apds duas lavagens com Carnoy, as células em suspenséao
foram depositadas sobre laminas e coradas com Giemsa 5% por 8 minutos

para observacao dos cromossomos.

Resultados e Discusséo

As células isoladas do tecido muscular de Astyanax altiparanae
apresentaram aderéncia a superficie de cultivo entre 24 e 48 horas e
comecgaram a adquirir morfologia fibroblastéide com 72 horas de cultivo (Figura
1A). O protocolo de isolamento utilizado no presente estudo, baseado no uso
de enzimas proteoliticas (colagenase e tripsina), demonstrou ser eficiente em
estudos anteriores para isolar tecidos da pele e nadadeiras de peixes
(Romanenko et al. 2015; Graf et al. 2013), coragao (Wei et al. 2010; Kim et al.
2014), cérebro (Fu et al. 2015) e gdnadas (Wei et al. 2014). A escolha da
enzima depende do tipo de tecido alvo para isolamento das células, pois

variaveis como concentracdo da enzima, temperatura e tempo de incubacéo
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sdo fatores que precisam ser otimizados, dependendo do tecido a ser
estudado. Assim, nossos resultados mostraram que o tempo de incubacao do
tecido varia de acordo com a quantidade de tecido retirado dos individuos.

As células isoladas apresentaram rapido crescimento, alcancando
confluéncia celular em cultivo primario com 10 dias e nos subcultivos com 2 a 3
dias (Figura 1B e 1C). Este rapido crescimento foi atribuido ao uso de filme a
base de gelatina, o qual possibilitou a aderéncia de um grande numero de
células e condi¢cdes adequadas para a multiplicacdo celular. Muitas populacdes
celulares precisam de substrato para adesédo, proliferacdo e diferenciacao,
conforme apontado por Kim et al. (2014), Graf et al. (2013) e Alexander et al.
(2010), entre outros. Neste sentido, o uso de filme a base de gelatina pode ser
considerado um 6timo material de adesdo e proliferacdo celular pela sua
origem biologica derivada do colageno e pela constituicio de aminoacidos,
principalmente prolina e hidroxiprolina (Kejing et al. 2010). De acordo com Kim
et al. (2014), a ancoragem de uma grande densidade de células ao substrato
ird permitir um contato célula-célula, garantindo a sobrevivéncia, proliferacéo e
diferenciacéo celular na cultura.

Antes da aplicacdo deste filme de gelatina no cultivo de células, uma das
dificuldades para padronizacdo do protocolo de cultivo celular em peixes era a
pobre adeséo verificada de células ao substrato, o que levava a uma possivel
inibicdo da proliferacdo. A utilizacdo da solucéo de gelatina 0,1% no tratamento
das placas e frascos de cultivo permitiu melhor adesdo, além de interacdes
entre as células, proporcionando, assim, um crescimento rapido e adequado.
De fato, a adesao celular € essencial para desenvolvimento e manutencéo dos
tecidos, com excecdo das células hematopoiéticas, todas as células derivadas
dos tecidos séo dependentes de um substrato para sua ancoragem (Merten
2015; Khalili e Ahmad 2015).

Adicionalmente, outro aspecto importante no protocolo proposto foi a
troca diaria do meio de manutencdo, o que possibilitou a renovacdo dos
nutrientes necessarios para o adequado crescimento celular. O meio de cultura
€ um dos fatores mais importantes no cultivo de células animais, sendo sua
funcdo proporcionar nutrientes, pH e osmolaridade apropriadas para
sobrevivéncia e multiplicagdo das células (Freshney 2010). Aqui, 0 meio
utilizado foi o DMEM alta glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino

conforme proposto por Graf et al. (2013) e Wang et al. (2012). Embora alguns
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cultivos de células de peixes utilizem o meio L-15 (Wei et al. 2014; Fu et al.
2015), nosso estudo mostrou que o DMEM alta glicose é muito satisfatorio para
0 crescimento celular em peixes.

As células de A. altiparanae antes do congelamento apresentaram uma
viabilidade de 98% e apds o descongelamento essa viabilidade foi de 71%.
Sabe-se que todos crioprotetores podem ter algum efeito danoso para células
de peixes, sendo que a viabilidade e adesdo das células aplés o
descongelamento pode ser reduzida pela toxicidade do crioprotetor (Majeeed et
al. 2013; Wang et al. 2012; Yadav et al. 2012). Dimetilsulfoxido (DMSO) € a
substancia crioprotetora mais empregada no congelamento de células de
peixes (Gignac et al. 2014; Majeed et al. 2013; Yadav et al. 2012; Wang et al.
2012), sendo a concentracdo de 5 a 10% mais recomendadas, essa ultima foi a
utilizada para o congelamento das amostras em nosso estudo com sucesso.

As células cultivadas apdés o descongelamento adquiriram um formato
fibroblastoide ap6s 72 horas e progressivamente algumas coldnias puderam
ser observadas apOs seis dias de cultivo (Figura 1D). Essas células
apresentaram confluéncia celular apds 18 dias (Figura 1E) e quando foram
subcultivadas essas células ocuparam a superficie do frasco apés quatro dias
(Figura 1F). Células provenientes de criopreservacdo apresentam uma
capacidade de proliferacdo mais lenta apds o descongelamento, uma vez que
essas células precisam sobreviver a estresse do congelamento e ainda se
adaptar as condigdes de cultivos (Freshney 2010).

A analise citogenética das culturas de células obtidas de A. altiparanae
antes e ap0s descongelamento revelou um numero modal dipléide de 2n= 50
cromossomos (Figura 2A e 2B) em 80% das células analisadas. Resultados
semelhantes em nosso grupo de pesquisa (dados ndo publicados) foram
obtidos utilizando a técnica de Foresti et al. (1993), fato que reforca novamente
0S nossos resultados nessas condi¢cdes experimentais. Sabe-se que condi¢des
de estresse celular (e.g. congelamento e descongelamento das células) podem
acarretar em aberragcbes cromossdmicas, tais como mudancas na morfologia e
namero cromossomico (Rabova et al. 2015) fato que nao foi observado nas
células metafasicas de A. altiparanae e destaca as novas oportunidades que
essa metodologia pode agregar para area da Citogenética.

Uma vez que 0s cromossomos obtidos por cultura sdo mais sensiveis ao

tratamento hipotdnico, foram testados diferentes periodos exposi¢cédo a solucao
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hipoténica (KCL 0,075M), visando uma melhor qualidade das preparacfes
quanto a dispersdo e morfologia dos cromossomos. Neste sentido, 0s
resultados obtidos com tratamento hipotonico de 15 minutos foram os mais
adequados para o cultivo de células deste tecido nesta espécie, dentro de um
intervalo de tempo testado de 10 a 30 minutos.

O sucesso da técnica de cultivo de células também depende da biologia
da espécie ou grupo de organismos em estudo (Rabova et al. 2015). Neste
sentido, a temperatura e condi¢des de incubacéo das células sdo dependentes
da temperatura corpdrea do animal do qual as células foram isoladas. Para
esse experimento verificou-se que a temperatura de 27,5°C e condigbes de
incubacdo com 5% de CO, foram as condi¢cdes mais adequadas, dentro de
condigbes experimentais que variaram de 25 a 30°C e concentracéo fixa de
CO..

Os resultados positivos da metodologia de isolamento e cultivo de
células fibroblastéides de A. altiparanae utilizando digestdo enzimatica,
seguindo do cultivo celular utilizando um filme a base de gelatina representam
uma grande inovacdo para area de Citogenética de peixes neotropicais.
Considera-se que a aplicacdo deste procedimento podera reverter em
expressiva contribuicdo nos estudos de grupos de peixes ainda poucos
explorados citogeneticamente pela dificuldade de se obter preparaces
cromossOmicas de boa qualidade que séo cruciais para o sucesso de varias

experiéncias.
Referéncias

As referéncias bibliogréficas, citadas no presente estudo, se encontram

reunidas no final desta tese.
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Figura 1: Morfologia fibroblastéide das células aderidas provenientes da
digestdo enzimatica do tecido muscular de Astyanax altiparanae apds 72 horas
de cultivo (A). Essas células apos 10 dias de cultivo apresentaram confluéncia
celular superior a 80% (B) e quandosubcultivadas apresentaram confluéncia
em 48 e 72 horas de cultivo. Note as células fibroblastoides subcultivadas na
terceira passagem apds 72 horas (C). Em (D), colénias de células
fibroblastdides na quarta passagem apos seis dias pds- descongelamento.
Essas células apresentaram confluéncia celular apés 18 dias (E) e apods
subcultivadas essas células ocuparam a superficie do frasco em quatro dias.
Note células pds-descongelamento na sexta passagem apds 24 horas de
subcultivadas (F). A barra em A, B e C 200um e D, E e F 100pum em aumento
de 10X.
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Figura 2: Cromossomos metafasicos obtidos de células fibroblastéides de
Astyanax altiparanae na quarta passagem antes do congelamento (A) e na
sexta passagem pos-descongelamento (B). A barra equivale a 20 um.
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Capitulo 2: Banco de linhagens celulares de peixes neotropicais para

estudos citogenéticos

Resumo

Os peixes constituem um excelente modelo experimental para o
desenvolvimento de linhagens de células e estdo sendo usada em uma ampla
uma variedade de estudos, entretanto, dentro da area da citogenética esse tipo
de tecnologia ainda ndo é explorado. Neste sentido, o presente trabalho teve
como objetivo estabelecer linhagens celulares de seis espécies de peixes
neotropicais para serem aplicadas em estudos citogenéticos. No total, foram
estabelecidas 28 linhagens celulares de Astyanax altiparanae, A. bockmanni,
A. paranae, Megaleporinus macrocephalus, Colossoma macropomum e
Piaractus mesopotamicus. Essas linhagens tiveram viabilidade superior a 90%
antes do congelamento e superior a 50% ap06s o descongelamento. Apenas as
linhagens de C. macropomum e P. mesopotamicus ndo recuperaram a sua
capacidade proliferativa, com elevado numero de células em necrose e
apoptose tardia. Com a realizacdo de técnicas para obtencédo de cromossomos
metafédsicos, foi possivel observar que o0s cromossomos mitticos das
linhagens das seis espécies se mantiveram integros e com morfologia definida.
N&o houve variacdo do nimero modal das espécies antes e ap0s 0 processo
de criopreservacao. Entretanto, ndo foi possivel obter cromossomos mitoticos
ap6s o descongelamento para as linhagens de C. macropomum e P.
mesopotamicus. O desenvolvimento dessas linhagens ndo apenas se limita a
estudos dentro da area da citogenética, mas também podera abrir novas
oportunidades para estudos em diversas areas e podem contribuir

grandemente para criacado do primeiro banco de células de peixes neotropicais.

Palavras chaves: Cultura de células, criopreservacéo, Characiformes, mitose.
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Introducéo

Com a disseminada necessidade de substituicdo de animais pela
estratégia dos 3Rs (reduction, refinement e replacement) (Doke e Dhawale
2015), o desenvolvimento de linhagens celulares é crescente. Esse
desenvolvimento ocorreu principalmente pelo aprimoramento da técnica e pela
utilizagdo de linhagens celulares que podem ser propagadas por um maior
periodo de tempo, tornando a tecnologia de cultura de células mais moderna e
valiosa para estudar as funcdes e mecanismos de funcionamento de diferentes
tipos de células, incluindo células de insetos, de humanos, de roedores e de
outros animais (Oyeleye et al. 2016).

Atualmente, mais de 4000 linhagens celulares estdo disponiveis no
ATCC (American Type Culture Collection), destas, 150 linhagens séo de
células animais e de insetos (https://www.atcc.org/). Os peixes constituem um
excelente modelo experimental para estudos no desenvolvimento de linhagens
de células. De acordo com Wang et al. (2012) mais de 280 linhagens de células
de fibroblastos de peixes estdo atualmente disponiveis. A maioria foi
estabelecida para espécies de peixes de agua doce e peixes anadromos,
sendo que muitas dessas linhagens foram desenvolvidas na Asia (Lakra et al.
2011). Entretanto, a maior parte dessas linhagens ndo esta disponivel no

catélogo da ATCC (https://www.atcc.org/).

Muitas linhagens de células tém sido estabelecidas e amplamente
usadas em uma variedade de estudos, incluindo para deteccao e isolamento de
virus (Chi et al. 1999; Fu et al. 2015), avaliar a citotoxidade em poluentes
aguaticos (Fent 2001; Taju et al. 2013; Dubey et al. 2015) (Fent 2001; Taju et
al. 2013; Dubey et al. 2015), interacdo patdégeno hospedeiro para elucidar
guestdes relacionadas a imunidade inata (Jensen et al. 2013), mapeamento e
expressdo génica (Wei et al. 2014; Mello et al. 2015; Kumar et al. 2016) e
criacdo de bancos de germoplasma de peixes (Sobhana et al. 2009; Chen e
Qin 2011; Wang et al. 2012).

A regido Neotropical compreende da parte sul do México até a América
do Sul e, abriga a mais rica e mais diversificada fauna de peixes do mundo.
Estima-se que existam, para essa regido, 5160 espécies de peixes de agua
doce descritas, alocadas em 739 géneros, 69 familias e 20 ordens, o que
representa um terco de todos os peixes dulcicolas existentes no planeta (Reis

et al. 2016). A maior parte dessa diversidade esta agrupada dentro os
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Characiformes e Siluriformes, mas ha ainda lacunas de informa¢des em muitos
grupos de peixes (Albert e Reis 2011).

Toda essa diversidade tem sido objeto de estudo em diferentes areas,
entre elas, na Citogenética. Embora, o niumero de trabalhos citogenéticos seja
crescente (Porto-Foresti et al. 2008; Hashimoto et al. 2009; Vicari et al. 2010;
Tendrio et al. 2013; Ramirez et al. 2017), o uso da tecnologia de linhagens
celulares para estudos citogenéticos ainda é pouco explorada (Amemiya et al.
1984; Bejar et al. 1997; Zhang et al. 1998; Wang et al. 2012; Romanenko et al.
2015). Assim, o presente estudo teve como objetivo estabelecer linhagens
celulares de seis espécies de peixes neotropicais para serem inicialmente

aplicadas em estudos citogenéticos.

Material e Métodos
Material

Seis espécies de peixes neotropicais da ordem Characiformes foram
utilizadas para estabelecimento e desenvolvimento das linhagens de células
neste estudo. Trés espécies pertencentes a familia Characidae: Astyanax
altiparanae (13;29) e A. bockmanni (1 ndo sexado) coletadas no Rio Jararaca,
Bacia Paranapanema e a espécie A. paranae (3 ndo sexados;2J;29) coletada
no Rio Cascatinha, Bacia do Tietté com permissdo de coleta
(MMA/IBAMA/SISBIO n° 13843-1). Enquanto outras espécies foram doadas
pelo Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Jaboticabal-SP: sendo
uma espécie de Anostomidae (Megaleporinus macrocephalus, 735%) e duas
espécies de Serrasalmidae (Colossoma macropomum, 9 ndo sexados e

Piaractus mesopotamicus, 6 ndo sexados).

Estabelecimento das culturas primarias e linhagens celulares

O estabelecimento das culturas primarias e o desenvolvimento das
linhagens celulares utilizou a metodologia descrita Paim et al. (em preparacao
— capitulo 1). Pequenos fragmentos de tecido muscular de cada individuo
foram retirados para iniciar as culturas primarias. Esses fragmentos foram

lavados, fragmentados mecanicamente em pequenos pedacos em média 1mm?
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e digeridos enzimaticamente pela solucdo de colagenase (0,4mg/ml) de 60 a
90 minutos.

Entdo, uma segunda digestdo foi realizada usando uma solucéo de
tripsina 0,25% a 37°C durante 20 minutos e apds esse procedimento a
suspensao celular foi adicionada em meio completo e centrifugada. As células
das espécies da familia Characidae foram semeadas em placas de 12 ou 6
pocos, enquanto as demais as células das outras espécies foram cultivadas em
frascos de 25 cm®. As culturas obtidas foram incubadas a 27,5+2°C, 5%CO,
com meio completo e a troca do meio foi realizada em intervalos de 1 a 2 dias.

Quando as células ocuparam 80% da placa ou frasco de cultura
(confluéncia celular) foram realizados subcultivos (passagem). Apds o
subcultivo das culturas primarias, as linhagens celulares estabelecidas foram
cultivadas em duplicatas. As culturas que estavam nas placas foram
transferidas para os frascos de 25 cm®, enquanto que as culturas que estavam
nos frascos de 25 cm® foram cultivadas em frascos de 75 cm®. Posteriormente,
essas linhagens foram utilizadas para obtencdo dos cromossomos mitéticos e

para o congelamento das células.

Criopreservacao das células

Células de diferentes passagens foram utilizadas para criopreservacao
seguindo a metodologia descrita Paim et al. (em preparacdo — capitulo 1). Para
o congelamento, dois frascos de 25 cm® ou um frasco de 75 cm® com 80% de
confluéncia celular foram tripsinizadas e a suspenséao celular centrifugada. O
“pellet” resultante foi suspendido em uma concentracdo final de 5 x 10° a 3 x
10° células/ml em meio crioprotetor (10% DMSO, 90% SFB, 1% antibiéticos e
1% antimicéticos). Os criotubos foram colocados dentro de suporte de
congelamento e deixados overnight no freezer -80°C. Apds, os criotubos foram
armazenados em caixas de papel no freezer -80°C até o momento do
descongelamento.

Uma a duas amostras de cada espécie, de passagens diferentes, foi
utilizada para o descongelamento. Os criotubos foram colocados em banho-
maria a 37°C até que uma pequena pedra de gelo se formasse. Entdo, a
suspensao celular foi transferida para um tubo de centrifuga com meio

completo aquecido e centrifugados. Apds, o “pellet” resultante foi suspendida
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em meio completo e semeadas em novos frascos e levados a incubadora sobre
as mesmas condi¢des do cultivo inicial.

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada em um hemocitdmetro
com o ensaio de exclusdo com o corante azul de Trypan nas amostras antes
do congelamento e depois do descongelamento. Adicionalmente, as analises
de apoptose e necrose foram realizadas nas amostras depois do
descongelamento pela marcacdo de anexina V e iodeto de propideo. As
leituras das amostras foram realizadas no Citobmetro de Fluxo na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, SP.

Os resultados obtidos foram analisados como descritos por Ranera et al.
(2012). Células viaveis apresentam marcacOes negativas para anexina (AN) e
iodeto de propideo (Pl); 2) Células em apoptose inicial apresenta marcacao
positiva para AN e negativa para PI; 3) Células em necrose exibem marcacao
negativa para AN e positiva para Pl e 4) Células em apoptose tardia/necrose

mostra marcacao positiva para ambos.

Cariotipagem das linhagens celulares

Linhagens celulares de diferentes passagens foram utilizadas para
obtencdo dos cromossomos mitéticos. Nas culturas subcultivadas com 70% de
confluéncia foram adicionadas uma solucdo aquosa de 0,0016% de colchicina
por um periodo de 3 a 4 horas. Apos esse periodo, as células foram removidas
da superficie dos frascos com tripsina e centrifugadas. O “pellet” resultante foi
homogeneizado em uma solugéo hipotdnica (KCI 0,075M) e incubados a 37°C
por 15 minutos. Entdo, as células foram fixadas com 3 metanol:1 acido acético
e suspenséo celular foi gotejada sobre laminas e coradas com Giemsa 5% em
tampao fosfato (pH=6.8) por 8 minutos.

Os cromossomos foram analisados em fotomicroscopio (Olympus BX61)
e, as melhores metafases foram capturadas com o software Image Pro Plus,
6.0 (MediaCybernetics) e o numero de cromossomos contados com auxilio do
software Adobe Photoshop CS4 versao 11.0, usando a ferramenta “count tool”

em 50 células em metafases.
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Resultados

Estabelecimento das culturas primarias e linhagens celulares

Todas as culturas de células de tecido muscular comecaram aderir a
superficie do substrato entre 24 e 48 horas (Tabela 1) e apresentaram
morfologia fibroblastoide.

As culturas primarias das espécies da familia Characidae apresentaram
caracteristicas semelhantes quanto ao crescimento e morfologia celular (Figura
1, 2 e 3). ApOs adesédo ao substrato de 24 e 48 horas, as células isoladas do
tecido muscular de Astyanax cobriram toda a superficie dos frascos entre 10 e
12 dias. Quando as células foram subcultivadas elas apresentaram
confluéncias entre dois e trés dias. As células dessas espécies apdés o
descongelamento mantiveram comportamentos semelhantes (Tabela 1) e
ocuparam a superficie dos frascos de 12 a 18 dias e quando subcultivadas
entre trés e quatro dias. As culturas de células de A. altiparanae foram
subcultivadas até a oitava passagem, enquanto as culturas de células A.
bockmanni até a sétima passagem. J& as culturas de células de Astyanax
paranae foram cultivadas até quinta passagem.

As culturas de células primarias de Megaleporinus macrocephalus
(Figura 4) exibiram um crescimento celular rapido quando comparada com
outras culturas. As células apresentaram adesdo e comecaram a adquirir
morfologia fibroblastdide apds 24 horas e em 72 horas de cultivos essas
células j& ocupavam quase toda a superficie dos frascos. Ap6s subcultivadas,
essas células atingiram 80% de confluéncia celular entre 24 e 48 horas.
Quando essas células foram restabelecidas apés a criopreservacao
apresentaram confluéncia apés 10 dias e em trés dias depois de subcultivadas
(Figura 4).

Outros cultivos das espécies Colossoma macropomum e Piaractus
mesopotamicus revelaram resultados interessantes (Figuras 5 e 6). Para C.
macropomum as culturas primarias apresentaram confluéncia celular em cinco
dias e entre trés e quatro dias cobriram a superficie dos frascos quando foram
subcultivadas. Ja as células de P. mesopotamicus exibiram crescimento igual
ao numero de dias de confluéncia de C. macropomum. Entretanto, ambas as

culturas de células de C. macropomum e P. mesopotamicus nao se
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recompuseram depois de descongeladas, indicando uma possivel morte celular

(Ver resultados da criopreservacéao).

Criopreservacao das células

Ao todo 28 linhagens celulares foram estabelecidas para as espécies
agui estudadas (Tabela 2).

As linhagens celulares de A. paranae foram congeladas na segunda e
terceira passagem com nimero de células congeladas variando de 8,50x10° a
3,37x10° células e com viabilidade de 94% a 99%. Depois de descongeladas,
essas amostras apresentaram uma viabilidade de 68% a 70% pela técnica de
exclusdo do Azul de trypan. As linhagens de A. altiparanae foram congeladas
na passagem quinta e sexta com viabilidade de 87% a 98% e numero de
células entre 1,01x10° a 2,18x10°. Quando essas células foram restabelecidas
depois de congeladas, a sua viabilidade foi de 70%. Para A. bockmanni as
células foram congeladas na quinta passagem e o numero de célula foi
1,69x10° células e viabilidade de 98% e depois de descongeladas
apresentaram uma viabilidade de 75% (Tabela 2).

O numero de células congeladas para M. macrocephalus variou de
5,00x10° a 3,02x10° com viabilidade de 93% a 99%. Quase todas as amostras
de células de M. macrocephalus foram congeladas na primeira passagem,
apenas uma amostra foi congelada na terceira. Essas células quando foram
descongeladas tiveram uma viabilidade de 57% a 65% (Tabela 2).

Ambas as linhagens de C. macropomum e P. mesopotamicus foram
congeladas na primeira passagem. O numero de células congeladas para C.
macropomum foi de 5,00x10° a 3,95x10° com viabilidade de 92% a 98%. J& as
amostras de P. mesopotamicus tiveram uma viabilidade de 95% a 96% para
2,87x10°% a 2,90x10° células congeladas (Tabela 2). Entretanto, as viabilidades
das células dessas duas espécies foram inferiores a 50% (Tabela 2). As
analises de viabilidades, apoptose e necrose no citbmetro para todas as
espécies revelaram taxas de células viaveis superiores a 50% (Tabela 3). Ja as
linhagens de P. mesopotamicus apresentaram as menores taxas de apoptose
inicial 6,2%, contrapondo as linhagens de C. macropomum que foi de 23,7%.
As taxas de necrose foram maiores nas linhagens das espécies M.

macrocephalus com 13,1% e P. mesopotamicus com 15,6%. A taxa de células
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em apoptose tardia teve os maiores valores nas linhagens de A. altiparanae
(Tabela 3).

Cariotipagem das linhagens celulares

As preparacdes cromossbmicas das linhagens celulares de Astyanax
altiparanae, A. bockmanni e A. paranae foram obtidas de diferentes passagens
e 0 numero modal observado nas 50 células em metafases analisadas é
semelhante ao grupo de origem dessas espécies, ou seja, 2n=50
Cromossomos e sem a presenca de cromossomos supranumerarios (Figura 1,
2e3).

Para A. bockmanni, 82% das metafases revelaram o numero modal de
2n=50 cromossomos, com metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e
acrocéntricos. Ja em A. paranae 86% das metafases das células analisadas
tinham o numero modal da espécie, enquanto em A. altiparanae 80% das
metafases das células tinham nuamero diploide de 50 cromossomos. Os valores
do numero modal das espécies foram mantidos nas células metafasicas apés o
periodo de criopreservacao.

A analise citogenética das linhagens celulares de Megaleporinus
macrocephalus foi realizada na primeira e segunda passagem e revelou um
namero modal de 2n=54 cromossomos em 80% das metafases analisadas,
com a presenca de cromossomos sexuais ZZ/ZW (Figura 4C e 4F). As células
metafasicas das linhagens celulares de Colossoma macropomum e Piaractus
mesopotamicus foram analisadas na primeira passagem (Figura 5C e 5F) com
namero modal de 2n=54 cromossomos para 76% das metafases analisadas
em C. macropomum e 70% das metafases em P. mesopotamicus.

Todas as espécies aqui estudadas mantiveram o niumero modal apos o
restabelecimento das culturas depois do descongelamento e sucessivas

passagens.

Discussao

Até o momento, este é primeiro estudo desenvolvido na América Latina
para estabelecer linhagens celulares em peixes neotropicais para estudos
citogenéticos. Dados publicados por Wang et al. (2012) relatam que, no mundo,
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existem mais de 280 linhagens celulares de peixes, sendo a maioria desses
estudos realizados em Cyprinus carpio (Lakra et al. 2010), Catla catla (Taju et
al. 2013), Danio renio (Kumar et al. 2016) e algumas para espécies de
interesse comercial como Acipenser spp. (Kim et al. 2014) e Salmo spp.(Pham
et al. 2016), contudo esse numero deve ser maior com as recentes publicacfes
para outras espécies como Gadus morhua (Jensen et al. 2013),
Nothobranchius furzeri (Graf et al. 2013; Gignac et al. 2014), Horabagrus
brachysoma (Swaminathan et al. 2016) e Carassius auratus (Jing et al. 2017).

Essas linhagens tém sido ferramentas Uteis e essenciais no
desenvolvimento de pesquisas com diferentes propésitos, como por exemplo,
para deteccdo e isolamento de virus (Chi et al. 1999; Fu et al. 2015), para
avaliar a citotoxidade de poluentes aquaticos (Fent 2001; Taju et al. 2013;
Dubey et al. 2015), estudar a interacdo patégeno hospedeiro para elucidar
questdes relacionadas a imunidade inata (Jensen et al. 2013), para
mapeamento e expressao génica (Wei et al. 2014; Mello et al. 2015; Kumar et
al. 2016) e para criacdo de bancos de germoplasma de peixes (Sobhana et al.
2009; Chen e Qin 2011; Wang et al. 2012). No entanto, ainda existe a
necessidade de estabelecer novas linhagens de outras espécies, ja que alguns
desses estudos demonstram que cultivos de células de peixes sdo espécies
especificas, diferente do observado em mamiferos. Além disso, 0 uso de
linhagens possibilita a realizacdo de experimentos mais controlados e podem
reduzir significantemente do uso de animais em laboratério (Morcill et al. 2017).

As células isoladas de todas as espécies no presente estudo
apresentaram adesdao e morfologia semelhantes. Segundo Junqueira e
Carneiro (2013) durante a diferenciacao celular se observa uma sequéncia de
modificacdes bioquimicas, morfolégicas e funcionais que transformam uma
célula indiferenciada em uma célula capaz de realizar algumas fun¢des com
grande eficiéencia. As células de Astyanax altiparanae, A. bockmanni, A.
paranae, Megaleporinus macrocephalus, Colossoma macropomum e Piaractus
mesopotamicus apresentaram crescimento bom (5 a 12 dias de confluéncia
celular em cultivo primario), quando comparados outros cultivos outras espécie
(dados ndo mostrados).

Algumas hipoteses para a diferenca do crescimento nessas células
podem ser levantadas. Uma delas seria que as células obtidas de individuos

mais jovens ou em melhores condic¢des fisiologicas das espécies facilitaria seu
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crescimento em cultivo. Diferente das células de mamiferos, as células de
peixes tém uma taxa metabdlica e temperatura de incubacdo mais baixa,
requerendo algumas ponderacdes durante o cultivo (Wolf e Quimby 1976).
Sabe-se que existe uma reducdo da capacidade proliferativa das células nos
tecidos adultos com aumento da idade uma vez que as células ao longo da sua
vida reduzem progressivamente os teldbmeros e isso acaba induzindo um
estresse que afeta a duplicacao celular (Lorenzini e Maier 2016).

Outro fato que se observa nas culturas obtidas desse estudo € a
presenca marcante de células com morfologia fibroblastoide. O tecido usado
para obtencdo das culturas primarias (muasculo) tem como caracteristica a
presenca de células alongadas e com aspecto fusiforme, como os fibroblastos.
Essas células se originam de células mesenquinais indiferenciadas e
permanece toda sua vida no tecido (Junqueira e Carneiro 2013). Os
fibroblastos s&o reconhecidos por apresentarem uma maior taxa de divisdo
celular que as células epiteliais. Durante um cultivo in vitro, essas células tém a
capacidade de expandir numerosas vezes, mantendo seu potencial de
crescimento e pluripoténcia (Bydlowski et al. 2009).

A criopreservagdo de linhagens celulares é necesséria para
armazenamento em longo prazo e pode contribuir na conservacdo da
biodiversidade de importantes espécies (Yadav et al. 2012). Células das seis
espécies utilizadas nesses estudos foram congeladas com o numero de células
viaveis superiores a 90%. Contudo, apdés o processo de descongelamento
observa uma perda da viabilidade celular superior a 50% para todas as
espécies possivelmente pelo estresse osmotico que ocorre durante processo
de congelamento e descongelamento.

O grande desafio da criopreservacao € superar a morte celular induzida
pelo congelamento, principalmente devido a formacdo de gelo intracelular e
estrese osmaotico que pode levar a ruptura da membrana e subsequentemente
necrose (Henry et al. 2013; Baust et al. 2000). O Dimetilsulféxido (DMSO) é a
substancia crioprotetora utilizada para reduzir a formacao de gelo e prevenir a
morte celular durante o congelamento e € mais empregada no congelamento
de células de peixes (Gignac et al. 2014; Majeed et al. 2013;Yadav et al. 2012,
Wang et al. 2012), contudo pode ter efeito danoso para células.

A perda da viabilidade demonstrada pelos dados obtidos pela anexina V

e iodeto de propidio revela que apesar das células dessas espécies tiveram
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uma taxa de necrose e apoptose tardia/necrose de 25 a 35%, as células viaveis
conseguem se recuperar ap0s um periodo de crescimento lento, e depois de
subcultivadas essas células voltam a ter uma boa taxa de proliferacéo,
demonstrando sinais de sobrevivéncia mesmo apO0s 0 processo de
criopreservacdo. Contudo, nas espécies de Colossoma macropomum e
Piaractus mesopotamicus essa recuperacdo das células apdés a
criopreservacdo nao foi possivel observar pela pouca de adesdo células e
sobrevivéncia.

De maneira geral, os estudos com linhagens de peixes utilizam apenas o
ensaio de excluséo de Trypan, que estima a integridade da membrana, e esses
resultados revelam uma reducéo de 50% até 70% nas linhagens de células de
Sparus aurata (Bejar et al. 1997), Tor tor (Yadav et al. 2012), Cyprinus carpio
(Lakra et al. 2010) e Channa striatus (Majeed et al. 2013) depois do processo
de criopreservacdo. Nossos resultados para todas as linhagens desenvolvidas
corroboram com os dados descritos para literatura.

Grande parte dos estudos citogenéticos de peixes utliza as
metodologias descritas por Bertollo et al. (1978), Foresti et al. (1981) e Foresti
et al. (1993), contudo boa parte da biodiversidade ainda n&o foi acessada pela
dificuldade em obter cromossomos de boa qualidade. O desenvolvimento
dessa metodologia permitiu a obtencdo de cromossomos de seis espécies com
qualidade (morfologia definida e nitida dos cromossomos metafasicos) e
quantidade (numero de metafase por laminas), abrindo novas oportunidades
para estudos citogenéticos em outras espécies de peixes.

As analises citogenética das linhagens de celulares obtidas de Astyanax
bockmanni, A. altiparanae e A. paranae revelaram um numero modal diploide
de 2n= 50 cromossomos, semelhantes aos resultados obtidos por Neto et al.
(2009), Martinez et al. (2012), Fernandes et al. (2014), Yano et al. (2014), Silva
et al. (2015) e Silva et al. (2016). Enquanto, as linhagens de Megaleporinus
macrocephalus examinadas cariotipicamente mostram um numero modal
diploide de 2n = 54 cromossomos, com presenca de cromossomos sexuais do
tipo ZZ/ZW, equivalentes aos descritos por Porto-Foresti (2008), Hashimoto et
al. (2009) e Parise-Maltempi et al. (2013). Para as linhagens celulares das duas
espécies de Serrasalmidae essas andlises evidenciaram um numero modal
diploide de 2n=54 cromossomos, corroborando os resultados ja descritos por

Nakayama et al. (2012) e Ribeiro et al. (2014). O namero dipléide e morfologia
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dos cromossomos das linhagens de A. bockmanni, A. altiparanae, A. paranae e
M. macrocephalus foi mantido mesmo apés o processo de congelamento e
descongelamento das células.

As linhagens sdo importantes sistemas modelos para estudos in vitro.
Muitas espécies utilizadas nesses estudos sao utilizadas na area da aquicultura
e desenvolvimento dessas linhagens néo apenas se limita a estudos dentro da
area da citogenética, mas também poderdo abrir novas oportunidades para
estudos em outras areas, como por exemplo, nas interacdes entre hospedeiro
patogeno. Outro aspecto importante que o estabelecimento dessas linhagens
pode reduzir o nimero sacrificios de individuos e custo com novas coletas.
Assim, as linhagens celulares obtidas neste estudo mostraram que a sua
capacidade proliferativa foi mantida apos o periodo de criopreservacdo e
contribuindo grandemente para criacdo do primeiro banco de células de peixes

neotropicais.

Referéncias

As referéncias bibliogréficas, citadas no presente estudo, se encontram

reunidas no final desta tese.
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Figura 1: Cultivo primario de células fibroblastéides do tecido muscular de Astyanax altiparanae apds 72 horas de cultivo (A). Células
subcultivadas na terceira passagem com confluéncia celular de 80% (B). Células fibroblastéides ap6s 18 dias pos-descongelamento (D).
Células de A. altiparanae subcultivadas depois do processo de criopreservacdo na sexta passagem (E). Cromossomos metafasicos
obtidos de células fibroblastdides na quarta passagem (C) e na sexta passagem depois do processo de congelamento e
descongelamento. A barra em A e B 200um, D e E 100pum em aumento de 10X e C e F 100um em aumento de 100X.
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Figura 2: Cultivo primério de células fibroblastéides do tecido muscular de Astyanax bockmanni apdés 72 horas de cultivo (A). Células
subcultivadas na quarta passagem com confluéncia celular de 80% (B). Células fibroblastoides ap6s 15 dias pos-descongelamento (D).
Células de A. altiparanae subcultivadas depois do processo de criopreservacao na sexta passagem (E). Cromossomos metafasicos
obtidos de células fibroblastéides na quinta passagem (C) e na sexta passagem depois do processo de congelamento e
descongelamento. A barra em A e B 200um, D e E 100pm em aumento de 10X e C e F 100um em aumento de 100X.
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Figura 3: Cultivo priméario de células fibroblastoides do tecido muscular de Astyanax paranae apés 48 horas de cultivo (A). Células
subcultivadas na segunda passagem com confluéncia celular de 80% (B). Células fibroblastoides apés 12 dias pés-descongelamento
(D). Células de A. paranae subcultivadas depois do processo de criopreservacdo na quarta passagem (E). Cromossomos metafasicos
obtidos de células fibroblastéides na terceira passagem (C) e na quarta passagem depois do processo de congelamento e
descongelamento. A barra em A e B 200um, D e E 100pm em aumento de 10X e C e F 100um em aumento de 100X.

54



Figura 4: Cultivo primério de células fibroblastéides do tecido muscular de Megaleporinus macrocephalus ap6s 72 horas de cultivo (A).
Células subcultivadas na primeira passagem com confluéncia celular superior a 80% (B). Células fibroblastéides apés cinco dias poés-
descongelamento (D). Células de M. macrocephalus subcultivadas depois do processo de criopreservacao na terceira passagem (E).
Cromossomos metafasicos obtidos de células fibroblastéides na primeira passagem (C) e na terceira passagem depois do processo de
congelamento e descongelamento. A barra em A e B 200um, D e E 100um em aumento de 10X e E e F 100um em aumento de 100X.
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Figura 5: Cultivo primario de células fibroblastoides do tecido muscular de Colossoma macropomum e Piaractus mesopotamicus apos
72 horas de cultivo (A e D). Células subcultivadas na primeira passagem com confluéncia celular superior a 80% (B e E). Cromossomos
metafasicos obtidos de células fibroblastéides de C. macropomum e P. mesopotamicus na segunda passagem (C e F). A barra em A, B,
C e D 200pm em aumento de 10X e C e F 100pm em aumento de 100X.

56



TABELA 12: Sumario dos experimentos de cultivo primério e subcultivos das espécies analisadas nesse estudo.

Espécie N* Adesdo ao  Caracterizacéo Confluéncia em Confluénciaapés  Confluéncia apés N° de passagens
substrato cellular cultivo primario subcultivo descongelamento realizadas

Astyanax altiparanae 3 1 dia 2 e 3dias 10 dias 2 e 3 dias 18 dias Até a 8° passagem
Astyanax paranae 7 1 dia 2 dias 10 a 12 dias 2 dias 12 dias Até a 5° passagem
Astyanax bockmanni 2 1 dia 2 e 3dias 10 dias 2 e 3 dias 15 dias Até a 7° passagem
Megaleporimus 12 1 dia 1le2dias 3 dias 1le2dias 10 dias Até a 3° passagem
macrocephalus
Piaractus mesopotamicus 5 1 dia 2 e 3dias 5 dias 4 dias - Até a 1° passagem
Colossoma macroponum 8 1 dia 2 e 3 dias 5 dias 4 dias - Até a 1° passagem

*NUmero de cultura estabelecida apés o processo de digestao.
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TABELA 2: Sumério dos experimentos de criopreservacdo das linhagens celulares das espécies analisadas nesse estudo
utilizando o método de excluséo de Azul de trypan.

Espécie N° de linhagens N° da passagem que foi N° de células Viabilidade da amostra Viabilidade da amostra
congeladas realizado o congelamento da congeladas antes do congelamento depois do
amostra descongelamento
Astyanax altiparanae 4 50 e 6° 1,01x10°a 2,18x10° 87% - 98% 70%
Astyanax paranae 5 20e 3° 8,5x10° a 3,37x10° 94%-99% 68%-70%
Astyanax bockmanni 1 50 1,69x10° 98% 75%
Megaleporimus 12 1°e 3° 5x10° a 3,02x10° 93%-99% 57%-65%
macrocephalus
Piaractus 2 10 2,87x10° a 2,90x10° 95%-96% 25%
mesopotamicus
Colossoma 4 10 5x10° a 3,95x10° 92%-98% 40%-49%
macroponum
Total de linhagens 28 - - -
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TABELA 3: Sumaério dos resultados das analises de viabilidade, apoptose e necrose das linhagens celulares analisadas
nesse estudo por citometria de fluxo utilizando Anexina V e iodeto de propideo.

Linhagens da espécie

Células viaveis

Células apoptose

Células em necrose

Células em apoptose

inicial tardia/necrose
Astyanax altiparanae 54,1% 13,7% 5,6% 26,6%
Megaleporinus macrocephalus 56,2% 12,9% 13,1% 17,8%
Piaractus mesopotamicus 58,4% 6,2% 15,6% 19.8%
Colossoma macropomum 51,1% 23, 7% 5,2% 19.9%
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Capitulo 3: Mapeamento cromossémico de sequéncias de DNA repetitivos em
linhagens celulares de espécies da familia Serrasalmidae Bleeker,1859

(Characiformes)

Resumo

A familia Serrasalmidae compreende 97 espécies e 16 géneros de grande importancia
ecoldgica e econdmica para o Brasil. Muitas dessas espécies sao utilizadas na pesca
comercial e esportiva e na aquicultura. Uma das ferramentas valiosa dentro da area da
aquicultura é utilizacdo de técnicas citogenéticas para prever as chances de sucesso na
producdo de hibridos, ndo apenas com determinacdo de caritipo, mas também na
identificacdo de marcadores citogenéticos. Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivo mapear quatro sequéncias de DNA repetitivos (DNAr 18S, DNAr 5S, RNAsn U1,
RNAsn U2) em linhagens celulares de Colossoma macropomum e Piaractus
mesopotamicus, para melhor compreender a organizacdo gendémica desses genes nessas
espécies e assim contribuir com informacdes significativas para a familia Serrasalmidae.
Todas as linhagens celulares apresentaram numero diploide igual a 2n = 54
cromossomos, corroborando resultados ja descritos na literatura. O mapeamento das
sequéncias de DNAr 18S revelou seis marcacdes em cromossomos distintos P.
mesopotamicus e quatro marcacées em C. macropomum. Os sitios de DNAr 5S foram
detectados em dois pares cromossdmicos em ambas as espécies. O mapeamento dos
sitios RNAsn U1 e U2 foi caracterizado primeira vez para essa familia e revelou dois sitios
em cromossomos distintos para ambos genes. O uso de linhagens celulares e o emprego
da técnica de FISH possibilitou caracterizar marcadores para essas duas espécies com a
localizacdo de sequéncias exclusivas em cada uma das espécies aqui estudadas, sendo
portanto marcadores efetivos para serem utilizados em estudos futuros de biotecnologia

aplicaveis a aquicultura.

Palavras chaves: Peixes neotropicais, familias multigénicas, FISH, cromossomos.
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Introducéo

A familia Serrasalmidae compreende 97 espécies e 16 géneros de grande
importancia ecolégica e econdmica para o Brasil (Eschmeyer & Fong, 2018). Estéao
distribuidos exclusivamente na regido Neotropical, habitando areas de planicies de
inundacao, florestas alagadas periodicamente, canais e rios na regido Amazonica,
Paraguai e Orinoco (Jégu 2003). Muitas dessas espécies sdo utilizadas na pesca
comercial e esportiva e na aquicultura para a producéo de hibridos, entre elas, Colossoma
macropomum “tambaqui” e Piaractus mesopotamicus “pacu” (Nelson, 2006).

Uma das ferramentas valiosa dentro da area da aquicultura é utilizacdo de técnicas
citogenéticas para prever as chances de sucesso na producédo de hibridos ndo apenas
com determinacdo de cari6tipo, mas também na identificacdo de marcadores
citogenéticos (Ribeiro et al. 2017). Com advento da técnica de hibridacdo in situ
fluorescente (FISH) a compreensao da evolugcdo e organizacdo do genoma em peixes
pode ser melhor investigada (Cioffi e Bertollo 2012).

Sabe-se que uma grande parte do genoma eucarionte € composta por sequéncias
repetitivas ndo codificadoras (e.g. DNA de satélite, sequéncias de minisatélites e
microssatélites) e sequéncias codificadoras que incluem as familias multigénicas (e.qg.
DNA ribossémicos e pequenos ribonucleoproteinas nucleares) (Pisano e Ghigliotti 2009;
Liao 1999). O conhecimento da composicao e distribuicdo dessas sequéncias no genoma
de espécies com interesse comercial como “tambaqui” e “pacu” podem contribuir para
elucidar questbes evolutivas destas espécies (Ribeiro et al. 2017), assim como podem
contribuir em estudos aplicados (Maneechot et al. 2016). Assim, visando ampliar nosso
conhecimento sobre a composi¢cao e distribuicdo de sequencias de DNA repetitivos, 0
presente estudo tem como objetivo mapear quatro sequéncias de DNA repetitivos (DNAr
18S, DNAr 5S, RNAsn Ul, RNAsn U2) nos cromossomos de linhagens celulares de
Colossoma macropomun e Piaractus mesopotamicus para melhor compreender a
organizacdo gendmica desses genes e contribuir com informacdes significativas para a

familia Serrasalmidae.
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Materiais e Métodos

Foram utilizadas oito linhagens de células fibroblastéides de Colossoma
macropomum (CM) e seis linhagens de Piaractus mesopotamicus (PM) para obtencéo de
cromossomos mitéticos e o0 mapeamento cromossdmico de sequéncias de DNA repetitivo.
Essas linhagens foram estabelecidas de animais doados pelo Centro de Aquicultura da
UNESP (CAUNESP), Jaboticabal-SP ao Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes,
UNESP, Botucatu. O desenvolvimento das linhagens e as preparacées cromossdmicas
foram realizados conforme a metodologia descrita por Paim et al. (Capitulo 1).

As sondas dos genes DNAr 18S, DNAr 5S, RNAsn U1, RNAsn U2 foram obtidas
via Reacédo em Cadeia de Polimerase (PCR) mediante amostras de DNA gendmico de P.
mesopotamicus. Os primers usados para amplificar esses genes estao descritos na tabela
1. As sondas de DNAr 18S e 5S foram marcadas com biotin-16-dUTP, enquanto as
sondas de RNAsn U1 e U2 foram marcadas com digoxigenin-11-dUTP, todas via PCR.

Os experimentos de hibridacdo fluorescente in situ (FISH) foram realizados
conforme descrito por Pinkel et al. (1986) com alta estringéncia. As laminas das
preparagdes cromossomicas foram incubadas em solugdo de RNAse (10mg/ml) por 1
hora a 37°C, apés esse periodo as laminas foram lavadas em 1xPBS e 2xSSC por 5
minutos e, entdo tratadas com pepsina 0,005% por 10 minutos. As laminas foram
novamente lavadas em 1xPBS e entdo foram tratadas com formaldeido 1% por 10
minutos para fixacdo DNA cromossémico. Depois de fixadas, as laminas foram lavadas
em 1xPBS por 5 minutos e desidratadas em série alcodlica 70%, 85% e 100% a -20°C por
3 minutos cada. ApOs esses procedimentos, o DNA cromossémico foi desnaturado em
formamida 70% a 70°C por 5 minutos e desidratados em série alcodlicas.
Simultaneamente a essa desnaturacdo, a solugdo de hibridizagcdo (concentracéo final:
10% de sulfato dextrano, 50% formamida, 2XSSC) contendo as sondas marcadas com
biotina-dUTP e digoxigenina-dUTP (3 a 5ul) foram desnaturadas a 95°C por 10 minutos e
mantidas em gelo até serem aplicadas nas laminas secas.

A hibridacéo foi realizada “overnight” a 37°C em camera umida. Apos a hibridacao,
as laminas foram lavadas em solucéo de formamida 15% a 42°C por 20 minutos, solucéo
salina 0,1XSSC a 60°C por 15 minutos e por fim em solu¢cdo Tween 0,5% por 5 minutos.

A deteccéo da sonda foi realizada utilizando anticorpos (anti-digoxigenina-rodamina e anti
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avidina-FITC) e, apds esses procedimentos as laminas foram lavadas em solucdo de
Tween por 15 minutos e desidratadas em série alcodlica. Apdés a secagem, 0S
cromossomos foram coradas com meio de montagem Vectashield com DAPI (4 ', 6-
diamidino-2-fenilindol) (Vector, EUA) e analisadas em fotomicroscopio Optico de
fluorescéncia (Olympus BX61) e as imagens capturadas usando o software Image Pro
Plus 6.0 (MediaCybernetics).

Resultados

Todas as linhagens celulares de Colossoma macropomum e Piaractus
mesopotamicus apresentaram numero diploide igual a 2n=54 cromossomos com a
presenca de cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos,
corroborando os resultados ja descritos por Nakayama et al. (2012) e Ribeiro et al. (2014).

O mapeamento cromossémico nas linhagens de Colossoma macropomum
utilizando a sonda do gene DNAr 18S revelou quatro marcacdes em posi¢cao terminal no
braco maior de dois pares de cromossomos metacéntricos (Figura 1a), enguanto a sonda
das sequéncias de DNAr 5S foram mapeadas na regido pericentomérica com quatro
marcacgOes, sendo duas marcagbes em um par de cromossomos metacéntricos e as
outras em um par de cromossomos submetacéntricos (Figura 1b). Os sitios do gene
snRNA U2 estdo localizados na regido pericentomérica de um par de cromossomo
submetacéntrico, enquanto os sitios para o gene snRNA U1 revelou duas marcacdes na
regido terminal do brago maior de um par do cromossomo metacéntrico (Figuras 1a e 1b).

As sondas para o gene DNAr 18S nas linhagens de Piaractus mesopotamicus
foram mapeadas em dois pares de cromossomos na regido terminal e um par na regiao
pericentromérica (Figura 1c). Ja os genes DNAr 5S foram localizadas na regido terminal
de um par de cromossomos submetacéntricos e na regido pericentromérica de um par de
cromossomos metacéntricos (Figura 1d). Os sitios do gene snRNA U2 estao localizados
na regido pericentomérica de um par de cromossomo submetacéntrico, por outro lado os
sitios do gene snRNA Ul estdo localizados em sintenia com os genes DNAr 18S em

posicéo terminal (Figuras 1c e 1d).

Discusséao
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Os principais avancos em estudos citogenéticos em peixes foram obtidos pelo
mapeamento de sequéncias de DNA repetitivos nos cromossomos utilizando a técnica de
hibridacdo in situ fluorescente (FISH) (Cioffi e Bertollo 2012). O uso destas sequéncias
como marcadores cromossomicos tém auxiliando a entender a evolucao e organizagéo do
genoma, origem e evolugcdo de cromossomos supranumerarios, diferenciacdo sexual, e
rearranjos cromossémicos (Voltolin et al. 2010). Dentre as sequéncias de DNA repetitivos
mais estudados estdo os genes das familias multigénicas, que inclui os RNA ribossémicos
(RNAr) e os pequenos RNAs nucleares (RNAsn) que sdo compostos por centenas a
milhdes de copias no genoma (Pisano e Ghigliotti 2009).

As sequéncias de RNAsn desempenham um papel importante na formacédo do
spliceossomo e sao reconhecidos os genes Ul, U2, U4, U5 e U6 (Reddy e Busch 1988).
O mapeamento dessas sequéncias de RNAsn estdo restritos aos genes Ul e U2 em
peixes (Utsumonia et al. 2014; Silva et al. 2015) e os resultados mostram a localizagao
em um ou mais sitios nos cromossomos. Essas sequéncias sdo conservadas em todos os
eucariontes, entretanto o nimero e organizacao desses genes podem ser diferentes entre
as espécies (Hernadez et al. 2001; Yu et al. 2001). Essa é primeira vez que 0s gene
RNAsn Ul e U2 foram mapeados em Colossoma macropomum e Piaractus
mesopotamicus e representa as primeiras informacdes sobre a localizacdo dessas
sequéncias para Serrasalmidae. Neste estudo, os sitios de RNAsn Ul e U2, para ambas
espécies, foram localizados em um par cromossémico, porém os sitios de RNAsn Ul de
P. mesopotamicus estdo associados N0 mesmo cromossomos que os sitios de DNAr 18S.
A ocorréncia de sitios de RNAsn Ul e U2 em sintenia com outras sequencias repetitivas
tem sido descritas em espécies de Astyanax (Silva et al. 2015) e podem responder
guestdes importantes sobre a evolucdo e organizagao do genoma.

Os genes de DNAr 18S e 5S ja foram amplamente mapeados no genoma de
peixes (Oliveira et al. 2015; Ribeiro et al. 2014; Nakayama et al. 2012; 2008). O estudo
desses sitios na grande maioria espécies de peixes mostra uma localizagdo em
cromossomos distintos, embora em alguns espécies esses sitios estdo co-localizados
(Oliveira et al. 2016). A localizacdo desses dois sitios em distintos cromossomos sugere

uma evolucdo independente dessas familias multigénicas e poderia ajudar a evitar
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rearranjos desvantajosos entre essas duas regides (Cioffi e Bertollo 2010; Martins e
Galetti 1999).

Em C. macropomum e P. mesopotamicus, os sitios de DNAr 18S e 5S ja foram
documentados em cromossomos distintos por Ribeiro et al. (2014) que relataram a
presenca de sitios de DNAr 18S em dois pares cromossémicos em P. mesopotamicus e
trés pares cromossémicos em C. macroponum, contrapondo os resultados encontrados
aqui que revelam a presenca de DNAr 18S em dois pares de cromossomos em C.
macropomum e trés pares em P. mesopotamicus. A presenca de um maior nimero de
sitios de DNAr 18S é uma caracteristica comum para algumas espécies de peixes de
agua doce (Oliveira et al. 2015), inclusive para outras espécies de Serrasalmidae
(Nakayama et al. 2012; 2008). Ja a distribuicdo dos sitios de DNAr 5S encontradas no
presente estudo corroboram os resultados encontrados por Ribeiro et al. (2014) com
localizagdo em dois pares cromossOmicos.

O uso de linhagens celulares para estudos citogenéticos e o emprego da técnica
de FISH possibilitou caracterizar marcadores para P. mesopotamicus e C. macropomum
com a localizacao de sequéncias exclusivas em cada uma das espécies aqui estudadas,
sendo marcadores efetivos para serem utilizados em estudos futuros de biotecnologia

aplicaveis a aquicultura.

Referéncias

As referéncias bibliograficas, citadas no presente estudo, se encontram reunidas no
final desta tese.
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/ DNAr 18S /DNArSS

Colossoma macropomum

/ DNAr 18S / DNAr 5SS

Piaractus mesopotamicus

Figura 1. Metafases de Colossoma macropomum e Piaractus mesopotamicus apds 0s experimentos
de FISH com sondas de DNAr 18S, DNAr 5S, snRNA U1l e snRNA U2. A barra equivale 20 pum.
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TABELA 1: Primers usados na amplificar os fragmentos dos genes analisados no

presente estudo.

Gene Sequéncia dos primers Referéncia
DNAR 5S 5SA (5-TCA ACC AAC CAC AAA GAC ATT GGC AC-3) Pendas et al. 1995
5SB (5-TAG ACT TCT GGG TGG CCA AAG GAA TCA-3)

DNAr 18S 18S6F (5-CTC TTT CGA GGC CCT GTA AT-3) Utsunomia et al.
18S6R (5'-CAG CTT TGC AAC CAT ACT CC-3) 2016

RNAsn Ul U1F (5-GCA GTC GAG ATT CCC ACATT-3) Silva et al. 2015
U1R (5'-CTT ACC TGG CAG GGG AGA TA-3)

RNAsn U2 U2F (5-ATC GCT TCT CGG CCT TAT G-3') Bueno et al. 2013

U2R (5’-TCC CGG CGG TAC TGC AAT A-3)
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5. Consideracgdes finais

A metodologia apresentada de isolamento e cultivo de células nas diferentes
espécies peixes neotropicais representa uma grande inovacdo para area de
citogenética de peixes neotropicais;

A aplicacao desta metodologia podera sanar algumas lacunas existentes de grupos
de peixes ainda poucos explorados citogeneticamente pela dificuldade de obter
preparacdes cromossdmicas de boa qualidade que s&o cruciais para o sucesso de

varias experiéncias;

E primeira vez que é proposta o estabelecimento de linhagens celulares para
peixes neotropicais com o intuito da criacdo do primeiro banco de células de peixes

neotropicais para pesquisas na area da citogenética,

O desenvolvimento das linhagens podera abrir novas oportunidades para estudos

em outras areas, como por exemplo, nas interacdes entre hospedeiro patdgeno;

As linhagens celulares obtidas neste estudo mantiveram os numeros dipldides das

espécies, mesmo apos 0 processo de criopreservacao e sucessivas passagens;
O uso de tecnologia de culturas possibilitou a localizacdo de sequéncias de DNA

repetitivos exclusivo em P. mesopotamicus e C. macropomum que poderao ser

utilizadas em estudos futuros de biotecnologia aplicaveis a aquicultura.
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