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INTRODUCAO

Nos dltimos anos, estudos sobre o padrio de pigmentacdo em vdrias espécies de
vertebrados tém levantado uma série de interessantes descobertas sobre as células da
pigmentacdo.Técnicas de marcacdo celular t€m evidenciado o comportamento da
migragdo das células da crista neural no processo de embriogénese. As células da crista
neural fazem parte da ectoderme e sdo induzidas nas bordas da placa neural, a partir dai,
elas migram para pontos especificos no organismo, se diferenciando nos seguintes tipos
celulares, neur6nios, células da glia, sistema nervoso periférico, musculo liso,
cartilagens, algumas células dos ossos do cranio e as da pigmentagdao (LE DOUARIN et
al., 2004). O estudo do desenvolvimento dos melandcitos em organismos modelos tem
sido fundamental para o entendimento e tratamento de doencas que envolvam
melandcitos humanos, tais como, o vitiligo, piebaldismo, Sindrome de Waardenburg e
melanoma (NORDLUND et al., 2006). Com a descoberta de mutagdes no padrdo de
pigmentagdo do zebrafish Danio rerio e do camundongo Mus musculus, os estudos com
padrées de pigmentacdo em sistemas modelos puderam se intensificar. A til4pia
vermelha é um mutante descoberto em Taiwan em 1968. Em 1979, o pesquisador
Fitzgerald, realizando cruzamentos seletivos entre mutantes fémeas alaranjadas de
Oreochromis mossambicus com machos de Oreochromis niloticus conseguiu produzir
tildpias vermelhas, semelhantes aquelas encontradas em Taiwan (BEHRENDS et
al.,1982). De modo geral, a coloracdo dos peixes € constituida por uma interagdo de
cromatéforos que estdo localizados no stratum spongiosum da derme. Essas células sdao
classificadas conforme o seu pigmento: melan6foros (marrom ou preto), eritroforos
(vermelho), xantéforos (amarelo), que se distribuem em todo o corpo do peixe. Os
leucéforos e iridéforos se concentram na parte ventral essas células nao possuem
pigmento, apenas cristais de guanina que resultam na colora¢do branca e prateada da
regido. Os cristais dos leucéforos sao pequenos e moéveis ja os iridéforos possuem
cristais grandes e incapazes de se moverem. E importante citar que muitas vezes em um
mesmo cromatéforo € observado mais de um pigmento. O fendtipo “vermelho” em
tildpias parece mais ser o resultado de uma falha, durante a formagdo dos melandforos
no periodo de desenvolvimento embriondrio do que alguma deficiéncia na sintese de
melanina nos melanossomos. Isto pode ser confirmado pela presenca de melanina na
retina, rins e bago, bem como, nas chamadas dreas manchadas, presentes na pele de
alguns tipos, os quais mostram melanéforos maiores e mais difusos que os dos tipos
selvagens, que possuem coloragdo escura e listras transversais. Exames histolégicos



realizados em exemplares de Oreochromis niloticus amarelos mostraram o
desenvolvimento incompleto de melanéforos e cromatéforos (McANDREW, 1988). A
coloragcdo vermelha obtida através do cruzamento de tildpias das espécies Oreochromis
mossambicus e Oreochromis niloticus, é resultante da interacdo alélica parcialmente
dominante em um mesmo locus. Em tildpias da espécie Oreochromis mossambicus a
coloracdo preta € dominante sobre a vermelha, enquanto que em Oreochromis niloticus
a coloragdo preta € recessiva em relacao a vermelha (AVTALION & REICH, 1989). O
cruzamento intraespecifico de Oreochromis niloticus entre a variedade vermelha Red-
Stirling e a variedade selvagem Chitralada (escura) resulta em uma prole 100%
vermelha, porém, com padrdes de manchas que aparentemente pode ser explicado por
uma penetrancia completa e uma expressividade varidvel de um segundo locus génico
que controla este fenotipo.

OBJETIVOS

Avaliar os padrées de migracdo celular da crista neural da tildpia, Oreochromis
niloticus, variedades Red-Stirling, Chitralada e da progénie do cruzamento entre as duas
variedades utilizando técnicas de imunohistoquimica, com o anticorpo HNK-1
marcador de células da crista neural; Comparar os padrdes de migracdo das células de
pigmentacgdo, das trés variedades.

METODOLOGIA

O experimento foi conduzido na Estacdo de Piscicultura de Ponte Nova em Salesépolis,
no Laboratério de Genética de Organismos Aquaticos e Aquicultura (LAGOAA) do
Nucleo de Integrado de Biotecnologia, da Universidade de Mogi das Cruzes e no
Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular, no Instituto do Coragdao (INCOR) Sao
Paulo. As variedades de tildpias que foram utilizadas no experimento sdo: a
Oreochromis niloticus variedade Red-Stirling (vermelha), Chitralada (selvagem), e a
progénie do cruzamento destas duas. A primeira foi desenvolvida na Universidade de
Stirling — Escécia e a segunda na Tailandia. Os animais foram acondicionados em
tanques de concreto na Piscicultura de Ponte Nova na propor¢do de 1 macho para 3
fémeas, onde eram checados 2 vezes por semana para coleta de ovos na cavidade bucal
da fémeas. Ao término desse procedimento os zigotos eram colocados em uma
incubadora desenvolvida no LAGOAA, que reproduz o movimento giratério que a
fémea da tildpia faz com a boca para incubar os ovos. Entdo, os ovos foram fixados com
paraformoldeido a 4% por 2h e conservados em PBS 1X a 4°C, nos estagios 12, 13 e 15.
Na imunohistoquimica os embrides previamente fixados foram bloqueados com: 10%
sheep serum, PBS 1X, 2% saponina e 0,2% de soro de Albumina Bovina Fetal por
lhora no termino do bloqueio, os embrides foram lavados 2 vezes com PBS 1X, entdo
foi colocado o anticorpo primério HNK — 1 (1:50) em solucao de bloqueio por 8 horas a
4°C. Novamente serd lavado com PBS 1X por duas vezes e bloqueado por mais 15
minutos. Em seguida, foi adicionado o anticorpo secunddrio ALEXA (1:200) com
solucdo de bloqueio por 8 horas, ao término foram lavados com PBS 1X, e revelados
em um microscopio de florescéncia. Esses experimentos mostraram que a auséncia de
pigmentacdo escura em tildpias vermelhas é devido a uma falha na producdo de
melanina ou uma interrup¢do na diferenciagdo dos cromatéforos oriundos da crista
neural.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram realizados experimentos utilizando o anticorpo primario HNK-1 com o anticorpo
secunddrio Alexa 488 goat anti-mouse IgG, o qual ndo apresentou resultado satisfatério



pois o anticorpo Alexa nado interagiu com o anticorpo primario HNK-1. Novos
experimentos foram feitos com a variedade Tailandesa agora substituindo o anticorpo
secundério IgG, pelo Alexa 488 goat anti-mouse IgM, no qual foi obtido resultados
satisfatorios, como observado na figura 1, que mostra a florescéncia nas células da crista
neural.

Figura - 1: marcacdo imunohistoquimica das
células da crista neural.

Novos experimentos serdo necessarios para a comparacdo da crista neural na outras
duas variedades.

CONCLUSOES

Com os experimentos realizados obteve-se um bom método de marcagdo das células da
crista neural para tildpias Oreochromis niloticus, mas para a comparagao das células da
pigmentacdo das trés variedades serd necessdria a realizacdo do experimento em cada
variedade.
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