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Post-mortem testicular recovery and cryopreservation of manatee (Trichechus manatus manatus) – case report
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Introdução: Apesar da importância nos ecossistemas costeiros e estuarinos, o peixe-boi marinho (Trichechus manatus manatus) está criticamente ameaçado pela degradação do habitat, poluição das águas e acidentes com embarcações. Destarte, a morte de um indivíduo representa grande perda na variabilidade da espécie (1). Assim, objetiva-se relatar um caso de recuperação e criopreservação testicular em peixe-boi marinho após sua morte.
Material e Métodos:  Um macho adulto de 6 anos veio subitamente a óbito em sua unidade de conservação (SISBIO nº 55433). De imediato, dissecaram-se seus complexos testículo-epidídimo, que foram revestidos por gaze embebida em solução fisiológica, e acondicionados em caixas térmicas a 5 ºC, que foram transportadas por 16h para o seu processamento e análises. Os testículos foram então divididos em fragmentos (1 – 3 mm), que foram destinados a sete grupos: grupo controle, e grupos submetidos a vitrificação utilizando-se diferentes tratamentos: 1) 3M de etilenoglicol (EG); 2) 6M de etilenoglicol; 3) 3M de dimetilsulfóxido (DMSO); 4) 6M de dimetilsulfóxido; 5) 3M de etilenoglicol + dimetilsulfóxido; e 6) 6M de etilenoglicol + dimetilsulfóxido. Esse teste foi necessário, pois não se conhecia o protocolo ideal para a espécie. Após vitrificação, as amostras foram armazenadas em botijões criobiológicos para composição de biobanco. Porém, alguns fragmentos foram reaquecidos e analisados para viabilidade utilizando-se sondas de iodeto de propídio (IP) e Hoechst 33342 (Figura 1), e para apoptose, utilizando-se sondas brometo de etídio e laranja de acridina. Nesta, as células foram classificadas em sem apoptose, apoptose precoce, apoptose tardia ou necróticas. Para ambas as análises, utilizou-se microscópio de epifluorescência, contabilizando-se 100 células para cada grupo.
Resultados: No grupo controle, observaram-se 39% de células testiculares viáveis, bem como 43% sem apoptose, 2% em apoptose precoce, 53% em apoptose tardia, e 2% necróticas. Isso mostra que o protocolo de transporte sob refrigeração por si só causa danos ao tecido testicular, sendo necessário seu aperfeiçoamento. Após descongelação, o protocolo utilizando-se combinação 3M EG + DMSO preservou 19% da viabilidade celular, enquanto nos demais, a viabilidade foi inferior a 3%. Este mesmo protocolo também promoveu o maior percentual de células sem apoptose, 28%, e o menor número de células necróticas (58%). Os resultados de todos os grupos estão expressos na tabela 1.
Discussão e Conclusão: Diante desses achados, verifica-se que a combinação de crioprotetores a 3M mostrou-se promissora para manutenção da viabilidade testicular pós-vitrificação, visto que o EG atua como crioprotetor intracelular eficaz, reduzindo estresse osmótico (2), enquanto o DMSO interage com a membrana celular, prevenindo a formação de cristais de gelo (3). Estes resultados preliminares nos permitem inferir que a associação de 3M EG + DMSO constitui um protocolo promissor para manutenção da viabilidade celular em tecido testicular vitrificado de peixe-boi-marinho. Ressalta-se que este é o primeiro trabalho a mostrar uma tentativa de conservação de germoplasma da espécie e isso enfatiza a importância da interação entre as equipes de conservação in vivo com os laboratórios especializados aptos a desenvolverem protocolos eficientes para a formação de biobancos, os quais auxiliarão no futuro da espécie.
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Figura 1: Resultados de viabilidade celular de tecido testicular de peixe-boi-marinho (Trichechus manatus) no grupo controle após transporte sob refrigeração (A) e após vitrificação em diferentes crioprotetores: B) 3M EG; C) 6M EG; D) 3M DMSO; E) 6M DMSO; F) 3M EG + DMSO; G) 6M EG + DMSO
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Tabela 1: Resultados de viabilidade e apoptose de tecido testicular de peixe-boi-marinho (Trichechus manatus) no grupo controle após transporte sob refrigeração e após vitrificação em diferentes crioprotetores.
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