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1 Introducao

O crescimento da demanda mundial por proteinas de origem animal, aliado a
necessidade de reduzir os impactos ambientais da produgdo convencional, tem impulsionado o
desenvolvimento da agricultura celular como uma alternativa promissora para a obtencdo de
alimentos de forma mais sustentavel (POST et al., 2020). Nesse contexto, o cultivo de células
musculares de organismos aqudticos representa uma area emergente, com potencial para a
producdo de frutos do mar cultivados in vitro. Entretanto, o estabelecimento de linhagens
celulares estaveis ainda constitui um dos principais desafios para a consolidagdo dessa
tecnologia (RUBIO et al., 2019). Assim, este estudo busca estabelecer linhagens primarias e
secundarias de células musculares de Macrobrachium rosenbergii, contribuindo para o avango

da agricultura celular aplicada a produ¢ao de proteinas de origem aquatica.

2 Objetivos

Estabelecer linhagens primarias e secundarias de células espontaneas, de células
musculares do camardo de agua doce Macrobrachium rosenbergii, avaliando diferentes
condi¢des de cultivo para favorecer seu crescimento, manutengdo e potencial aplicacdo na

agricultura celular.

3 Metodologia
Foram realizados dois ensaios experimentais utilizando tecido muscular de camardes

Macrobrachium rosenbergii, utilizando como base o trabalho de Wang et al, (2001).
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Inicialmente, os animais foram anestesiados em gelo e submetidos a assepsia por imersao em
solugdo de hipoclorito 2,5 %, seguida de permanéncia em alcool 70% por 10 minutos.
Posteriormente, os exemplares foram encaminhados ao Laboratério de Cultivo Celular para a
realizagdo da esterilizacdo e dissecagdo do material bioldgico. Os procedimentos seguintes
foram desenvolvidos em condigdes assépticas, no interior de uma cabine de fluxo laminar.
Inicialmente, o tecido foi lavado em Solugdo Salina em Tampao Fosfato (Phosphate Buffered
Saline - PBS) para facilitar a dissecacdo. Apds sua remogdo, o material foi submetido a trés
imersdes consecutivas em alcool 70%, seguido de trés lavagens em PBS e transferéncia para
uma placa de Petri contendo solucdo de PBS e submetido a fragmentagdo mecanica em
pequenos explantes. Os fragmentos obtidos foram destinados a dois protocolos distintos de
cultivo celular. Parte dos fragmentos foram utilizados diretamente para o cultivo por explante,
enquanto a outra parte foi submetida a digestdo enzimatica com colagenase tipo I, em PBS na
concentragdo de 0,1%, utilizando um volume de 5ml. Os fragmentos permaneceram em solucao
de colagenase por 45 minutos. Apds a digestdo enzimatica, a suspensao celular foi centrifugada
a 300 x g, durante 5 minutos, a 4 °C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em meio de cultivo Leibovitz L-15, contendo 20% de soro bovino fetal, 5,2 g/L.
NaCl, 1,43 g/L CaCl2, 0,05 g/L MgCl2, 1 g/L glicose, 2,2 g/L bicarbonato de sddio, penicilina
100 Ul/ml e estreptomicina 100 pg/ml. Na sequéncia, foi realizada nova centrifugacdo nas
mesmas condicdes, visando a remocao residual da colagenase. Ao término desse procedimento,
tanto as células obtidas por digestao enzimatica quanto os explantes foram inoculados em placas
de cultivo de 6 poco contendo meio Leibovitz L-15 contendo meio de cultura, 20% de soro fetal
bovino, 2 M de HEPES, penicilina 100 Ul/ml e estreptomicina 100 pg/ml, mantidos em camara
de germinagao, em temperatura de 26 ©C, para o estabelecimento das culturas celulares. Todas
as culturas foram acompanhadas diariamente em microscopio invertido e o meio de cultivo
trocado a cada 02 dias. Foi realizado ensaio utilizando tripsina, enzima empregada para o
desprendimento celular durante o processo de subcultivo. As células foram submetidas a
tripsina (2,5 g/l em PBS-EDTA) por 3 minutos, 20 segundos e 10 segundos, com
posteriormente retirada da solugdo de tripsina, adicado de meio de cultivo e transferéncia das

células para nova placa de cultivo.
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4 Resultados e Discussao

Foi possivel estabelecer os cultivos celulares a partir do tecido muscular de
Macrobrachium rosenbergii. No primeiro ensaio experimental, as culturas permanecem viaveis
por 35 dias e ainda estdo viaveis. Neste periodo foi possivel observar a adesdo celular ao
substrato (Figura 1A), seguida por formacdo de 03 padrdes de proliferagdo: rede celular,
corddes celulares e emaranhado de células (Figura 01), indicando a manutencao da viabilidade
das células em cultivo. Entretanto, foi observada baixa velocidade de proliferagdo e houve
grande dificuldade e perda de culturas em decorréncia de contaminagdo microbioldgica

(eventos de contaminacdo por bactérias e por fungos).

Figura 1: Observacdes dos cultivos de células musculares de camardao M. rosenbergii. As
células musculares aderidas a placa de cultivo, ampliagdo de 100x com detalhe de fibras
musculares em ampliacdao de 400x. B: proliferagdo de células musculares arranjadas em forma
de corddo, ampliacao de 100x, com detalhe em ampliagdo de 400x. C: proliferagao de células
formando arranjo em rede, ampliagao de 400x. D: proliferacdo de células formando arranjo de

emaranhado celular, ampliagcdo de 400x.

No segundo ensaio experimental, as culturas permaneceram vidveis por
aproximadamente 15 dias. Durante esse periodo, novamente foram observados eventos de
divisdo celular (Figura 2A), além da formag¢ao de emaranhados celulares (Figura 2B), sugerindo
crescimento e interagdo entre as células cultivadas. Neste caso as culturas foram perdidas
devido a contamina¢do, impedindo sua manuten¢do por periodos mais prolongados. A

avaliagao morfologica das células revelou caracteristicas compativeis com células musculares,
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apresentando formato cilindrico alongado e organizacdo de miofibrilas com estriacdes
transversais (Figura 2). Essas caracteristicas sdo descritas na literatura como tipicas de células
musculares esqueléticas, indicando que o protocolo empregado possibilitou o isolamento e o

estabelecimento inicial desse tipo celular em cultivo.

Figura 2: Células musculares de M. rosembergii em cultivo. A e B Detalhes das fibras

musculares com identificagdo da estrutura cilindrica e estriagdes transversais. Ampliagao 400x.

Também foi realizado ensaio com tripsina para descolamento celular, pratica essencial
em ambiente de cultivo, para a obtengdo de subculturas. Houve perda da viabilidade celular
quando as células foram submetidas a enzima tripsina por um periodo de 3 minutos. Porém foi
observado descolamento celular e manutengao da viabilidade das células, quando submetidas a
10 e 20 segundos de tripsinizagdo e transferéncia das células para outra placa de cultivo. A
formacdo de linhagem de células imortalizadas (linhagens secundarias) ¢ necessaria para seu
uso em producdo em larga escala. As técnicas de imortalizagdo de células estdo relacionadas a
transformagao através de engenharia genética ou obtenc¢do de linhagem secundaria por atingir
imortalidade de forma espontanea (Saad et al, 2023). Os cultivos iniciais de células musculares
de M. rosenbergii apresentaram baixa velocidade de proliferagdo, porém serdo mantidos, com
realizacdo de ensaios de senescéncia, otimizagdo do pH e temperatura do meio e

acompanhamento de geracdes até a perda da viabilidade do cultivo por senescéncia ou ainda a
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obtencdo de linhagem secunddaria espontinea.

5 Conclusao

Os resultados obtidos demonstram que o protocolo de isolamento e cultivo permitiu o
estabelecimento inicial de culturas celulares e a observacdo de eventos importantes, como
adesdo, divisdo celular, crescimento e manutencao das caracteristicas morfologicas compativeis
com células musculares. Entretanto, a ocorréncia de contaminagdes ¢ a elevada sensibilidade
das células evidenciam que o protocolo ainda necessita de otimizagdes. Dessa forma, estudos
futuros deverdo concentrar-se no aperfeicoamento das condi¢des assépticas de cultivo, na
padronizagdo dos procedimentos de manuten¢do das culturas e na definicdo das condigdes
ideais para o desprendimento celular, visando aumentar a longevidade das culturas e ampliar

sua aplicacdo em estudos de biologia celular e cultivo celular de crustaceos.
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