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Resumo

O peixe-boi das Antilhas, espécie ameacada de extingdo, demanda estratégias integradas
e eficazes de conservacéo. Este estudo objetivou caracterizar linhagens celulares em passagens
iniciais (22 e 42 passagem) a partir de biopsias de pele de individuos sob cuidados humanos. As
células apresentaram alta viabilidade, atividade metabolica estavel e capacidade proliferativa
consistente ao longo das passagens analisadas, sem diferencas significativas. Esses resultados
evidenciam a robustez do cultivo celular como ferramenta para a formacdo de biobancos e
aplicagdes biotecnoldgicas, contribuindo diretamente para o fortalecimento das estratégias de
conservagéo ex situ da espécie.
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Introducéao

O peixe-boi das Antilhas desempenha um papel ecoldgico fundamental, atuando na
manutencdo do equilibrio dos ecossistemas (Garcés-Cuartas et al., 2025). Contudo, a espécie
foi reclassificada globalmente como em perigo de extingdo (Morales-Vela et al., 2024) e,
especificamente no Brasil, como criticamente ameacada (Attademo et al., 2025). Esse
acentuado declinio populacional esta associado tanto as baixas taxas reprodutivas intrinsecas a
espécie quanto a intensificacdo de pressdes antropogénicas.

Nesse sentido, estratégias de conservacdo que integrem metodologias in situ e ex situ
sd0 essenciais para garantir a manutencdo da espécie. A coleta de amostras de pele de animais
se destaca, pois permite a obtencao de células somaticas in vitro (Nascimento et al., 2023). Isto
permite o estabelecimento de linhagens celulares, as quais podem ser empregadas em
biotecnologias, como a geracdo de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs),
fundamentais para medicina regenerativa, reprodutiva e terapéutica (Jun et al., 2019). Ainda,
essas amostras sdo valiosas para a formacdo de biobancos de recursos somaticos, contribuindo
para a conservacgao da espécie a longo prazo.

Objetivos
Caracterizar linhagens celulares em passagens iniciais a partir do cultivo da derme de
peixe-boi das Antilhas visando contribuir com a conservacgao ex situ da espécie.

Metodologia
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O experimento foi conduzido de acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais (no.
23091.010755/2019-32) e SISBIO (no. 71804-1). Os animais utilizados estavam alocados na
Base Avancada do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Mamiferos Aquaticos pelo
Instituto Chico Mendes para a Conservacao da Biodiversidade (CMA/ICMBI0). As amostras
foram coletadas de sete individuos vivos durante o manejo. Para tanto, os animais foram
contidos, a regido abdominal lateral foi desinfetada com um agente antisséptico topico e foram
coletadas biopsias de pele utilizando um punch dermatolégico. As bidpsias foram limpas e
transportadas para o laboratério a 4 °C. No laboratorio, foram processadas, fragmentadas e
destinadas ao cultivo em Meio essencial minimo modificado de Dulbecco: mistura de nutrientes
F-12 com 20% soro fetal bovino (SFB) e 2% antibidtico-antimic6tico (suspensao de penicilina-
estreptomicina-anfotericina B) a 38,5 °C ¢ 6,5% CO2. Ao atingir confluéncia ao redor dos
explantes, estes foram removidos e as células foram avaliadas na segunda passagem (2P) e
quarta passagem (4P) quanto a viabilidade, metabolismo e atividade proliferativa.

Para a avaliacdo da viabilidade, células foram coradas com o corante azul de tripan
(0,4%) e contadas usando camara de Neubauer. A porcentagem de células viaveis foi calculada
dividindo-se o nimero de células viaveis pelo nimero total de células contadas x 100. Para a
avaliacdo do metabolismo, uma concentragdo celular foi distribuida em placa. Apos 5 dias, a
solucdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (ensaio de MTT) foi
adicionada a cada poco e incubado. Entdo, a solucdo foi removida e dimetilsulféxido (DMSO)
foi adicionado sob agitacdo para solubilizar os cristais de formazan. As solugdes formadas
foram analisadas em espectrofotdmetro. Para a avaliacdo da atividade proliferativa pelo tempo
de duplicagdo da populacéo (PDT), uma concentragdo de 1,0 x 10° células/mL foi distribuida
em placa e contada a cada 24 h usando camara de Neubauer por 216 h. O PDT foi estimado de
acordo com a equacdo PDT = T In2/ In (Xe/Xb), onde PDT é o tempo de cultivo (h), T é o
tempo de incubacdo, Xb é o nimero de células no inicio da incubacédo, Xe é o nimero de células
no final da incubacéo e In é o logaritmo neperiano.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo e analisados utilizando o
GraphPad Prism versdo 7.0. Todos os resultados foram verificados quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk e quanto a homocedasticidade pelo teste de Levene. Todos os dados
foram analisados por ANOVA seguida do teste de Tukey. A significancia estatistica foi definida
como P < 0,05.

Resultados e Discusséo

Quanto a viabilidade, foram observadas taxas consistentemente altas, com valores de
87,3 +£4,1% (2P) e 84,4 + 3,3% (4P), que ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (P >
0,05), indicando que houve a manutencdo da integridade estrutural celular mesmo apos o
aumento do nimero de passagens. Taxas de viabilidade semelhantes ja foram observadas em
células primarias derivadas da pele de peixe-boi das Antilhas (Nascimento et al., 2023),
demonstrando que o0 aumento do tempo de cultivo e do nUmero de passagens ndo causa efeitos
significativos na membrana celular. Do mesmo modo, quanto ao metabolismo, o ensaio de MTT
néo revelou diferencas entre as passagens (P > 0,05), com taxas de 94,2 + 2,2% (2P) e 78,3 £
10,7% (4P). Esses achados indicam que as células mantiveram a fungdo metabolica estavel ao
longo do periodo de cultivo, sugerindo a auséncia de alteragdes ao longo das passagens. Esses
achados corroboram com o observado em células priméarias de peixe-boi (Nascimento et al.,
2023).

Quanto ao PDT, este permaneceu estatisticamente consistente ao longo das passagens
analisadas (P > 0,05), com valores de 21,1 + 1,5 h (2P) e 42,0 £ 11,2 h (4P). Esses resultados
indicam gque o aumento no nimero de passagens nao afetou a capacidade proliferativa celular.
Esses valores foram inferiores aos observados em células derivadas da pele de outros mamiferos
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aquaticos como baleia-jubarte (41 h, Burkard et al. 2015) e peixe-boi amazénico (63,7 h,
Trichechus inunguis) (Tavares et al. 2024), demonstrando que as células de peixe-boi das
Antilhas requerem menos tempo para se proliferar em condicdes in vitro.
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Concluséo

Os resultados demonstram que as linhagens celulares de peixe-boi das Antilhas
apresentam estabilidade estrutural, metabolica e proliferativa nas passagens iniciais,
evidenciando sua adequacdo como modelo in vitro e reforgando seu potencial para aplicacGes
biotecnoldgicas. Ainda, destaca-se a eficiéncia do principio de conservacdo Unica, que alinha
estratégias de conservacao in situ e ex situ. Portanto, este estudo contribui para o fortalecimento
de estratégias de conservacdo, ampliando as ferramentas disponiveis para a preservacdo da
espécie.
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