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RESUMO

O uso de biomarcadores tem sido proposto como uma ferramenta sensivel para alertar sobre
os efeitos biolégicos devido ao estresse e poluentes quimicos, tendo como principal
caracteristica, o fato de que sua avaliacdo e quantificacdo podem ser utilizadas de maneira
preditiva a mudancas futuras, podendo refletir nos altos niveis de organizacéo biologica, isto
é, populagdo, comunidade ou ecossistema. O objetivo desse trabalho foi identificar possiveis
biomarcadores relacionados ao estresse e ao desenvolvimento de fibropapilomas em
tartarugas-verdes (Chelonia mydas). Para isso, avaliamos as respostas provocadas pelo
estresse nos niveis plasmaticos de glicose, lactato e cortisol, em tartarugas submetidas a dois
processos distintos de captura e contengdo, e também em duas condicfes distintas de salde,
com e sem fibropapilomatose. Ainda, testamos se defeitos cromossomiais, visualizados por
meio do teste do micronicleo em eritrdcitos, tinham relacdo com localidades de diferentes
acOes antropogénicas e em grupos de individuos afetados ou ndo pela fibropapilomatose. Por
fim, testamos se a presenca do Chelonid herpesvirus 5 em amostras de sangue ocorre com a
mesma frequéncia que nos tecidos tumorais, representando assim, um biomarcador importante
e menos invasivo no diagndéstico da fibropapilomatose. Nossa amostra foi composta por 5
grupos experimentais (G1, G2, G3, G4 e Gb), totalizando 180 animais. O G1 foi composto de
34 animais sem qualquer sinal de fibropapiloma e capturados em uma area de conservagao
federal em Fernando de Noronha-PE. Os grupos G2, G3, G4 e G5 foram formados por
animais capturados em um efluente de Companhia Siderdrgica em Vitéria-ES, sendo que G2
foi composto por 66 animais sem sinais de fibropapilomas, G3 foi composto por 40 animais
com fibropapilomas. O grupo G4 ¢é formado por 20 animais com fibropapilomas e o grupo G5
por 20 sem fibropapilomatose, sendo que ambos os grupos foram exclusivos para as analises
moleculares. Todos os animais capturados eram juvenis conforme critérios propostos por
HIRTH (1997). Dos 180 exemplares da nossa amostra, somente as tartarugas do grupo G3
(n=40) e G4 (n=20) coletadas em Vitoria/ES, ou seja, 33,33% da amostra total apresentaram
fibropapilomas, em diferentes graus. Verificamos que os valores dos niveis plasmaticos de
cortisol e do lactato apresentaram-se mais elevados no grupo G1 quando comparados com o
grupo G2. Em contrapartida, os niveis plasmaticos de glicose foram significativamente
menores no grupo G1 em relagcdo ao grupo G2. Nossos dados em C. mydas sdo compativeis
com a resposta induzida pelo estresse provocado pelo método de captura, estimulando a
liberagdo de cortisol e o consequente aumento do lactato. Ainda, quando comparadas as
alteracdes dos niveis de cortisol e lactato, provocadas pelo estresse de captura ou pela
presenca de doenca, as respostas foram equivalentes entre si. Nossos dados revelam ainda,
que animais portadores de fibropapilomatose apresentam maior frequéncia de eritrocitos
micronucleados quando comparados com individuos saudaveis, e quando o teste de
micronucleo é utilizado para comparar ambientes de diferentes qualidades, individuos de
ambientes mais poluidos revelam maior ocorréncia de eritrocitos micronucleados. Na PCR,
100% dos tumores e 20% das amostras de sangue dos animais do grupo G4 foram positivos
para ChHV 5 e todos os animais do grupo G5 foram negativos. Dessa foram, podemos
concluir que ndo se pode utilizatr a PCR para ChHV 5 no sangue total como marcador
tumoral e para tanto podemos sugerir que uma analise quantitativa do DNA viral no sangue
circulante, via PCR em tempo real, pode ser o préximo passo para estabelecer se a viremia é
realmente constante nos animais acometidos pela fibropapilomatose.

Palavras-chave: Estresse, cortisol, tartaruga verde, fibropapiloma e conservagéo.



ABSTRACT

The use of biomarkers has been proposed as a sensitive tool to warn of biological and
chemical stress due to pollution effects, the main feature, the fact that their assessment and
quantification can be used predictively to future changes, which may reflect the high levels of
biological organization, population, community or ecosystem . The aim of this study was to
identify biomarkers related to stress and the development of fibropapillomas in green turtles
(Chelonia mydas). For this, we evaluated the responses caused by stress on plasma levels of
glucose, lactate and cortisol in turtles subjected to two distinct processes capture and
containment, and also in two different health conditions, with and without
fibropapillomatosis. Also tested whether chromosomal defects, viewed through the
micronucleus test in erythrocytes, were related to different localities of anthropogenic
activities and groups affected or not by fibropapillomatosis individuals. Finally, we tested
whether the presence of Chelonid herpesvirus 5 in blood samples occurs with the same
frequency in tumor tissues, thus representing an important biomarker for the diagnosis of
fibropapillomatosis. Our sample consisted of 5 experimental groups (G1, G2, G3, G4 and
Gb), totaling 180 animals. The G1 was composed of 34 animals without any sign of
fibropapiloma and caught in a federal conservation area in Fernando de Noronha/PE. G2, G3,
G4 and G5 groups were formed by animals trapped in an effluent of Steel Company in
Vitoria/ES, and G2 was composed of 66 animals without signs of fibropapillomas, G3 was
composed of 40 animals with fibropapillomas. The G4 group consists of 20 animals with
fibropapillomas and group G5 20 without fibropapillomatosis, and both groups were unique
to the molecular analyzes. All animals were captured as juveniles like proposed by Hirth
(1997). Of the 180 specimens in our sample, only the turtles G3 (n=40) and G4 (n=20)
collected in Vitéria/ES, 33.33 % of the total sample had fibropapillomas, in different degrees.
We found that the values of plasma levels of cortisol and lactate were more elevated in G1
compared to G2. In contrast, plasma glucose levels were significantly lower in G1 compared
to G2. Our data on C. mydas are compatible with the induced stress caused by capture
method, stimulating the release of cortisol and consequent increase in the lactate response.
Still, when compared changes in levels of cortisol and lactate, caused by the stress of capture
or the presence of disease, responses were equivalent to each other. Our data also shows that
animals with fibropapillomatosis an increased frequency of micronucleated erythrocytes when
compared with healthy subjects, and when the micronucleus test is used to compare different
qualities environments, individuals most polluted environments show a higher incidence of
micronucleated erythrocytes. In PCR, 100 % of tumors and 60 % of the blood samples of the
animals were positive for G4 ChHV 5 and all the animals of the G5 group were negative. This
was, we suggest that a quantitative analysis of viral DNA in circulating blood, by real-time
PCR, could be the next step to determine whether viremia is really constant in animals
affected by fibropapillomatosis.

Keywords: Stress, cortisol, green turtle, fibropapiloma and conservation.



1. INTRODUCAO

Os biomarcadores podem ser definidos como alteragbes bioquimicas, celulares,
moleculares ou fisiologicas nas células, fluidos corpdreos, tecidos ou 6rgdos de um organismo
que sdo indicativos da exposicdo ou efeito de um agente xenobidtico, infeccioso ou estressor
(LAM e GRAY, 2003; GUERLET et al., 2007).

O estresse € um processo que pode ocorrer em resposta a fatores fisicos ou
psicologicos, levando a uma desestruturacdo orgénica do individuo, deixando-o mais
susceptivel a enfermidades. A captura e 0 manejo de animais silvestres no ambiente natural
podem constituir sérios fatores de estresse, do mesmo modo, alteracdes do ambiente aquatico
como a reducdo do oxigénio dissolvido, variacbes de pH, de temperatura ou excesso de
poluentes também atuam como fatores de estresse para os animais (HAMANN et al., 2006).
Como resultado ao estresse, ocorre uma hiperatividade da camada cortical adrenal e um
consequente aumento da concentracdo plasmatica de corticosteroides, que inibem em parte, a

resposta inflamatodria e a reposta imune (NEAVE, 2008).

A resposta de corticosterdides varia entre as diferentes espécies animais e tipos de
estresse, entretanto, os efeitos mais imediatos do estresse estdo relacionados as variacGes da
concentracdo plasmatica de cortisol, lactato, glicose (PEREIRA et al., 2012; THOMSON e
HEITAUS, 2014) e do quadro hematolégico (AGUIRRE et al.,, 1995). O uso de
biomarcadores tem sido proposto como uma ferramenta sensivel para alertar sobre os efeitos
bioldgicos decorrentes do estresse, tendo como principal caracteristica, o fato de que sua
avaliacdo e guantificacdo serem utilizadas de maneira preditiva a mudancas futuras, podendo
refletir nos altos niveis de organizacdo bioldgica, isto é, populacdo, comunidade ou
ecossistema (FREIRE et al., 2008).

Dentre as espécies aquaticas que podem ser utilizadas como sentinelas no
monitoramento de ambientes, as tartarugas marinhas séo consideradas excelentes indicadores
da saude ambiental, uma vez que sdo animais de vida longa, respiram ar e sdo vertebrados
marinhos que ocupam a interface ar-agua, recebendo o impacto da carga ambiental, tanto na

sua alimentacdo marinha como na inspiracdo de volateis toxicos (AGUIRRE e LUTZ, 2004).

O conhecimento do estado de salde das espécies sentinelas € importante para o
desenvolvimento de programas de conservagédo (SILVA et al., 2014). O desenvolvimento das

regibes costeiras estd exercendo crescente impacto sobre os ecossistemas costeiros, levando



por vezes a exclusdo ou a extingdo de especies (DASZAK et al., 2000; WORM et al., 2006),
sendo que as tartarugas da espécie Chelonia mydas, conhecida também por tartaruga-verde
fazem uso dessa regido, principalmente para alimentacdo durante a fase juvenil. Além de
ameacas antropogénicas, doencas como a fibropapilomatose podem representar ameacas
adicionais para as tartarugas-verdes, dificultando a respiracdo e a mobilidade (HERBST,
1994; AGUIRRE et al., 1998).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Importéncia do uso de biomarcadores

O uso de biomarcadores medidos ao nivel celular, bioquimico ou molecular tem sido
proposto como uma ferramenta sensivel de alerta para os efeitos biolégicos medidos em
avaliacGes da qualidade ambiental (CAJARAVILLE et al. 2000; BARSIENE et al.; 2006).
Uma das caracteristicas mais importantes dos biomarcadores é que sua avaliacdo pode
antecipar a identificacdo de mudancas nos altos niveis de organizacdo bioldgica, isto &,
populacdo, comunidade ou ecossistema. Antes da morte ou da doenga se manifestar,
organismos podem responder ao estresse, através de alteracdes bioquimicas, hormonais,
moleculares ou celulares (MONSERRAT et al. 2003). Desta forma, os biomarcadores podem
ser usados de forma preditiva, permitindo que sejam tomadas ac¢des de biorremediagédo antes
que ocorram danos ambientais irreversiveis com consequéncias ecoldgicas severas
(CAJARAVILLE et al. 2000, BARSIENE et al.; 2006).

Estes biomarcadores sdo de grande importancia na avaliacdo da exposi¢do e dos
efeitos de diferentes contaminantes, de doencas infecciosas e/ou neoplasicas ou de situacoes
de estresse que interfiram na sade dos individuos (ROSS et al. 2002). Alguns biomarcadores
vém sendo usados com frequéncia em programas de avaliacdo de ecossistemas aquaticos e do
estresse provocado por doengas ou manejo, por possuirem metodologia bem fundamentada e
de facil desenvolvimento, gerando repostas em curto espago de tempo, e possuindo baixo
custo de andlise sendo altamente sensiveis (FREIRE et al., 2008).

2.2. O estresse e suas variagcoes

De modo geral, 0s animais respondem a estimulos como manipulacéo fisica e traumas,

com diferentes componentes de ordem neural, humoral ou metabdlica, visando & manutencéo



ou reposicdo da homeostase. Nessas situacdes, 0 estresse provoca respostas adaptativas no
individuo, gerando alteragdo da fungdo orgéanica normal (BARTON e IWAMA, 1991). As
alteracBes impostas por estes estimulos sdo, em geral, denominadas como resposta ao estresse
(DE MOFFARTS et al., 2007).

As respostas de estresse sdo divididas em trés categorias: primaria, secundaria e
tercidria (ELSASSER et al., 2000). As respostas primarias sdo hormonais, as secundarias sao
as mudangas nos parametros fisiologicos e bioquimicos, e as tercidrias sdo o
comprometimento do crescimento, mudancgas no comportamento e aumento na suscetibilidade
a doencas (BARTON e IWAMA 1991, MOBERG, 2000).

A primeira categoria € uma reagdo de alarme, que causa aumento das catecolaminas
(principalmente adrenalina) e corticosterdides (principalmente cortisol). A adrenalina é um
horménio produzido na medula adrenal e liberadas abruptamente na circulacdo em resposta a
agentes estressores, gerando uma situacdo classicamente denominada “reacdo de luta ou
fuga”. O cortisol é um hormonio sintetizado na cortex adrenal de forma mais lenta, sendo
liberados na circulagdo em minutos ou horas, e geralmente apresentam uma elevacédo
plasmatica em resposta o estresse intenso ou de longa duracdo (JESSOP e HAMANN, 2004).
ALKINDI et al. (2008) ressaltam que a meia-vida das catecolaminas é menor e que a dos

glicocorticéides, que por sua vez apresentam elevacdo mais persistente.

A segunda categoria caracteriza-se por um estado de resisténcia, que produz efeitos
metabolicos como aumento dos batimentos cardiacos, do consumo de oxigénio, alteracdes na
glicemia, no hematocrito e no nimero de leucdcitos na circulagdo (WENDELAAR BONGA,
1997; JESSOP e HAMANN, 2004).

A terceira e Ultima categoria € um estado de exaustdo que causa a queda de
desempenho e a diminuicdo da resisténcia a doencas e consequente contaminacdo dos animais
por agentes etioldgicos oportunistas, podendo leva-los a morte (BARTON e IWAMA 1991 e
WENDELAAR BONGA, 1997).

Fatores como idade, disponibilidade de alimento, alteracbes do ambiente aquatico
provocados pelo excesso de poluentes, estado geral de saude e método de captura podem
influenciar na producdo e liberacdo de adrenalina e cortisol (BARTON e IWAMA, 1991;
HAMANN et al., 2006). Segundo GREGORY et al. (1996), estudaram tartarugas marinhas da

espécie Caretta caretta, e verificaram que em individuos capturados em redes e mantidos por



até 6 horas cativos, observou-se elevacdo significativa dos niveis de plasmaticos de cortisol
apo6s 1 hora do inicio da captura, com pico ap6s 3 horas da contencao, e queda dos niveis apos
6 horas do inicio do experimento.

GREGORY (1994) descreve uma relacdo positiva entre 0s niveis plasmaticos de
cortisol e os estresse em tartarugas marinhas das espéecies Caretta caretta e Chelonia mydas,
no entanto, ndo é recomendado o uso isolado desse horménio para mensurar o efeito que o
estresse pode causar (VALVERDE et al., 2010), devendo ser utilizado com outros

marcadores bioquimicos.
2.3. Tartarugas marinhas e os estudos sobre estresse

No Brasil sdo encontradas cinco espécies de tartarugas marinhas, sendo elas, Chelonia
mydas (Tartaruga-verde), Caretta caretta (Tartaruga-cabecuda), Eretmochelys imbricata
(Tartaruga-de-pente), Lepidochelys olivacea (Tartaruga-oliva) e Dermochelys coriacea
(Tartaruga-de-couro) (TAMAR, 2009). Todas estdo incluidas na lista nacional de espécies
ameagcadas de extincéo e protegidas pela Portaria do IBAMA n° 1.522, de 19 de dezembro de
1989, redigida com base na lista mundial da Unido Internacional para Conservacdo da
Natureza (IUCN). O Projeto TAMAR é o responsavel, no Brasil, pela conservacdo e
pesquisas sobre as tartarugas marinhas, e desde 1982 vem protegendo os principais sitios de
nidificacdo e desde 1991 trabalhando em é&reas de alimentagdo, combatendo os elevados
niveis de captura incidental pelos pescadores locais (MARCOVALDI e MARCOVALDI,
1999).

A espécie Chelonia mydas, conhecida popularmente como tartaruga-verde, pertence a
familia Cheloniidae e esta distribuida por todos os oceanos, nas zonas de aguas tropicais e
subtropicais e de qualquer altitude do mundo (AGUIRRE et al., 1995). O nome tartaruga-
verde deve-se a coloracdo esverdeada da sua gordura corporal (JACOBSON, 2007). A espécie
C. mydas tem como caracteristica marcante a presenca de quatro pares de placas laterais ndo
sobrepostas na carapaca. No Brasil, a carapaca dos animais adultos apresenta 0 comprimento
curvilineo de carapaca (CCC) médio de 115,6 cm (GROSSMAN et al., 2007; MOREIRA,
2003), podendo atingir até 144 cm (MOREIRA, 2003). O peso dos adultos pode variar entre
70 e 230 kg (CUBAS e BAPTISTOTTE, 2007).

Apdbs o nascimento, as tartarugas dessa espécie assumem uma fase pelagica (MUSICK

e LIMPUS, 1997) e onivora, permanecendo em alto mar e se alimentando de diferentes tipos



de alimentos que possam ser encontrados, como algas e caramujos (GEORGE, 1997). Ap0s
atingirem a fase juvenil que, dependendo da regido podera ocorrer quando o individuo atingir
CCC entre 20 e 25 cm, as tartarugas mudam para uma fase neritica e predominantemente

herbivora, permanecendo no litoral ou em recifes (SPOTILA, 2004).

Os oceanos tropicais e subtropicais sdo basicamente o local de alimentacdo e
nidificacdo dessa especie (ENCALADA et al., 1996; SPOTILA, 2004), onde os juvenis
tendem a permanecer durante muitos anos. Quando sdo encontrados em ambientes
temperados, observa-se a tendéncia a retornarem para as areas subtropicais durante o inverno,
onde a temperatura é mais amena (MUSICK e LIMPUS, 1997). As tartarugas verdes sao
encontradas desde os Estados Unidos da América até a América do Sul, habitando assim, o
oceano Atlantico (SPOTILA, 2004). Individuos juvenis e adultos sdo encontrados em &reas de

alimentacdo ao longo de praticamente toda costa brasileira (BAPTISTOTTE, 2007).

As maiores colbnias reprodutivas de C. mydas no Brasil se localizam na llha de
Trindade, no estado do Espirito Santo (MOREIRA, 2003), seguida pelo Atol das Rocas, no
estado do Rio Grande do Norte (BELLINI et al., 1996) e pelo Arquipélago de Fernando de
Noronha, no estado do Pernambuco (BELLINI et al., 1996). Em contrapartida, C. mydas é
uma espécie considerada ameacada no Brasil (BRASIL, 2008) e no mundo (IUCN, 2006).

AGUIRRE et al. (1995) relatam que poluentes quimicos tém sido indicados como
ameacas a essa espécie, por diminuir a resisténcia dos individuos a diversos virus, reducéo da
energia disponivel para realizar processos fisiologicos basicos, alteracdes na imunidade
celular, e aumento da suscetibilidade a agentes infecciosos. Esses autores relatam, ainda, que
por serem grandes vertebrados marinhos de vida longa e respiracdo aérea podem receber
cargas do ambiente ndo apenas pela dieta, mas também através da inspiracdo de volateis

toxicos.

Devido ao complexo ciclo de vida das tartarugas marinhas e de seu status como
ameacada de extingcdo, muitas acdes tém sido praticadas nas ultimas décadas visando a
reversdo do declinio populacional, 0 manejo orientado da espécie, assim como a identificacéo
dos fatores de risco e ameaca a essa espécie (ROSSI, 2007). Sendo assim, mais uma vez
justifica-se 0 uso das tartarugas marinhas como espécies sentinelas da salde ambiental
(AGUIRRE e LUTZ, 2004). Ainda segundo AGUIRRE e LUTZ (2004), dentre as vantagens
de se utilizar a tartaruga marinha como espécie sentinela, a principal é o fato de serem muito

vulneraveis a degradagdo antropogénica do ambiente e consequentemente refletirem bem o
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impacto causado.
2.4. A fibropapilomatose como desencadeadora do estresse

No Brasil e no mundo, as tartarugas marinhas vém sofrendo varias ameacas ao longo
de séculos, como a destruicdo de habitats, poluicdo, pesca incidental, coleta de ovos, matanca
de fémeas e, mais recentemente, uma doenca epizootica denominada fibropapilomatose
cutdnea (BALAZS, 1991; HERBST, 1994). Essa doenca é debilitante e pode ser fatal
(GEORGE, 1997), representando importante ameaca a sobrevivéncia das tartarugas marinhas.

Segundo CUBAS e BAPTISTOTTE (2007), a fibropapilomatose se manifesta pela
presenca de tumores cutaneos benignos, verrucosos e de tamanho variavel (HERBST, 1994).
A distribuicdo destes tumores é aleatoria, podendo acometer qualquer regido da superficie
corpdrea, embora as lesGes sejam observadas com maior frequéncia nas nadadeiras, pescogo e
regido axilar (AGUIRRE et al., 1998; MASCARENHAS e IVERSON, 2008), podendo
interferir na hidrodindmica e motilidade desses animais (ROSSI, 2007). Aproximadamente
25% a 30% das tartarugas que apresentam tumores externos apresentam tumores internos
(AGUIRRE e LUTZ, 2004).

A etiologia dessa doenca ainda ndo foi totalmente esclarecida, porém, exitem varias
hipbteses. AGUIRRE et al. (1994) procuraram relacionar a fibropapilomatose com a poluicao,
porém, ndo encontraram associacdo entre a doenca e inseticidas carbamatos,
organofosforados, organoclorados, selénio e metais pesados, uma vez que tartarugas-verdes
que apresentavam fibropapilomatose ndo apresentaram ou apresentaram niveis baixos de
deteccdo desses contaminantes. Os tumores parecem manifestar-se mais frequentemente em
ambientes de condi¢des estressantes, assim como regides com baixa qualidade de &dgua e na
presenca de contaminantes e toxinas (FORMIA et al., 2007; GUIMARAES et al., 2013).

A temperatura da agua do ambiente, como um fator estressante que pudesse
desencadear a fibropapilomatose, foi estudada por HAINES e KLEESE (1977). Neste estudo
eles comprovaram que tartarugas submetidas a um aumento abrupto de temperatura ambiental
de 25°C a 30°C apresentaram mais rapidamente os sinais clinicos e aumento da severidade
das lesbes tumorais, enquanto que tartarugas que foram submetidas a um aumento gradual de
temperatura de 25°C para 30°C e subsequente diminuicdo gradual de temperatura a 25°C

mostraram sinais e lesdes semelhantes aos controles.

JACOBSON et al. (1991) e ROSSI (2007) ressaltam que ha um consenso de que a
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etiologia da fibropapilomatose em tartarugas estéd relacionada a varios fatores associados e
ndo somente a um agente primario. Fatores ambientais, como radiagdo e agentes poluentes,
podem vir a causar alteracdes no sistema imunoldgico ou causar um efeito carcinogénico
(ANANTHASWAMY e PIERCEALL, 1990). HERBST (1994) demonstrou que a ocorréncia
da fibropapilomatose em tartarugas marinhas é frequente em ambientes onde a atividade
industrial € maior. Muitos contaminantes quimicos sdo conhecidos por causarem supressdo
imunolédgica (HERBST e KLEIN, 1995), porém, poucos sdo os trabalhos comparando os
niveis de contaminantes quimicos com a presenca da doenca. Sendo assim, ndo existem
maiores evidéncias de que estes sejam o0s agentes primarios da fibropapilomatose (HERBST,
1994).

O aumento da severidade da doenga, determinado pelo tamanho e nimero de tumores,
correlaciona-se com a deterioracdo das condicdes fisioldgicas (WORK e BALAZS, 1999),
ocasionando a elevacdo dos niveis plasmaticos de cortisol e sendo atribuidos ao estresse
cronico e imunossupressao (AGUIRRE, 1998). Segundo SANTOS et al. (2006) néo existem
diferencas significativas entre os valores bioquimicos e hematdcrito de tartarugas verdes
juvenis selvagens submetidas ao estresse em decorréncia da doenca fibropapilomatose.
Entretanto, ZWARG et al. (2006) mostraram dados discordantes, com um aumento nos niveis

de proteinas plasmaéticas em animais acometidos pela fibropapilomatose.

A hematimetria de animais severamente acometidos pela doenca revela um processo
de anemia ndo regenerativa com diminuicdo progressiva da contagem de linfécitos, basofilos
e eosinofilos; e aumento progressivo de heterofilos e mondcitos (MATUSHIMA, 2003). Em
casos avancados da doenga, 0s exames laboratoriais costumam apontar baixos niveis séricos
de ferro, hipoproteinemia, hipoalbuminemia, azotemia, elevacdo de enzimas hepaticas,
acidose e desequilibrio na proporcéo de célcio e fosforo (AGUIRRE, 1998; MATUSHIMA,
2003). Pode ocorrer imunossupressao, acompanhada de bacteremia e reducdo dos niveis de
colesterol e triglicérides (WORK et al., 2003).

2.5. Respostas bioquimicas em funcéo do estresse

Os valores bioquimicos plasméaticos podem sofrer influéncia de fatores fisioldgicos,
ecoldgicos, ambientais e das mais variadas doencas e condi¢des metabdlicas, como estresse e
desidratacdo (BOLTEN e BJORNDAL, 1992, JACOBSON, 1998; WORK e BALAZS, 1999;
SWIMMER, 2000).
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O cortisol é frequentemente utilizado como parametro para classificar o estresse. A
atividade do eixo hipotalamico-hipofise-adrenal € tipica na maioria dos vertebrados,
influenciando, a partir do estresse, atividades metabolicas estimuladas pela adrenal
(SWIMMER, 2000). Em répteis, o metabolismo aerdbio e anaerébio é influenciado por
horménios esteroides, que controlam processos metabolicos (NEAVE, 2008). Hormonios
glicocorticéides influenciam os processos fisiol6gicos, tais como a lipolise, gliconeogénese,
liberacdo de lactato dos musculos (NEAVE, 2008) e aumento da concentracdo de glicose no
sangue (FARVER, 2008). Glicocorticoides estdo envolvidos no ajuste processo fisiologico em
resposta a estimulos ambientais particularmente em animais submetidos a mudancas sazonais,
como parte de sua histéria de vida, como a criacdo, migracdo e hibernagdo (MCEWEN e
WINGFIELD, 2003).

O aumento da glicose plasmatica é uma resposta comum ao estresse apos a liberacdo
de cortisol e constitui uma fonte extra de energia que possibilita ao animal superar 0s
disturbios causados pelo agente estressor (MCKEEVER, 2002; MCGOWAN, 2008). No
entanto, os niveis plasmaticos de glicose tém poucas variagdes em condicdes fisioldgicas, em
funcéo dos mecanismos homeostaticos bastante eficientes do organismo, 0s quais envolvem o
controle endocrino sobre o glicogénio por parte da insulina e do glucagon, e sobre a

gliconeogénese por parte dos glicocorticoides (GONZALEZ, 2006).

A fungdo da glicose no organismo limita-se quase que exclusivamente a fornecer
energia. E armazenada no figado sob a forma de glicogénio e, quando a quantidade de cortisol
se encontra aumentada, as células hepaticas convertem o0s aminoacidos e o glicerol em
glicose, através do processo chamado de gliconeogénese. A nova glicose produzida pela
gliconeogénese atua de forma a promover o aporte energético para enfrentar maior demanda
ocasionada pela resposta ao estresse e promover o depdsito de glicogénio no figado, para

eventuais situacdes em que ele volte a ser necessario (MOMMSEN et al., 1999).

Embora a glicose plasmatica aumente geralmente em resposta a todas as formas de
estresse ou exercicio, por causa dessa estimulacdo da gliconeogénese hepética, com a
intensidade elevada e prolongada do exercicio ou estresse, as concentracdes de glicose
diminuem em funcdo da deplecdo do glicogénio hepatico (GONZALEZ, 2006; ALKINDI et
al., 2008).

Segundo MOMMSEN et al. (1999), a hiperglicemia verificada em condigdes de
estresse (causada inicialmente pelas catecolaminas) é originada pela glicogendlise no figado e
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mantida pelo nivel aumentado do cortisol por mecanismos neoglicogénicos, sendo esta
importante resposta secundaria ao estresse. MAZEAUD et al. (1977) sugerem que este
aumento no nivel da glicose plasmatica causado por um estresse de curta duracdo é devido ao
efeito de catecolamina, enquanto que a manutencdo dos niveis elevados da glicose, em
estresse prolongado, é devido ao efeito do cortisol. Todas essas respostas visam manter uma
quantidade de energia necessaria para manutencao das atividades metabolicas normais e, em

caso de fuga, suprir a demanda excessiva dos musculos.

O lactato é uma molécula originada do metabolismo dos glicideos, sendo o produto
final da glicose anaerdbica. Na presenca suficiente de oxigénio e uma moderada taxa de
glicdlise, o acido piravico entra no ciclo de Krebs, gerando CO, e H,O. Em condi¢bes em que
0 &cido piravico é produzido em uma quantidade maior da que consiga utilizar, ou quando
ocorre condicdo de anaerobiose, o acido pirdvico é convertido em acido lactico
(GONZALEZ, 2006). Em condicbes normais, a maioria do lactato é produzido pelos
eritrécitos, mas durante atividade fisica intensa, o0 musculo produz grandes quantidades de
lactato, devido a condicdo insuficiente de oxigenacdo do mausculo nessas situagdes
(GONZALEZ, 2006; ALKINDI et al., 2008).

O lactato nao pode ser utilizado pelas células sob condices anaerdbicas e, portanto,
segue para 0 sangue e consequentemente para o figado, Gnico 6rgdo capaz de utiliza-lo, seja
para oxida-lo para producdo de energia, seja para utiliza-lo como precursor de glicose na
gliconeogénese (GONZALEZ, 2006). O excesso de lactato no sangue é uma indicacéo de que
0 sistema aerobio ndo estd sendo capaz de suprir a demanda de energia requerida para
completar determinada atividade, sendo necessaria a utilizagdo de mecanismos
compensatérios, como a glicolise anaerdbica (ALKINDI et al., 2008). Segundo THRALL et
al. (2012), o lactato atua como estimulador da secrecao de cortisol, sendo assim, predispde ao

estresse.

Segundo WALLACE e JONES (2008), os niveis de lactato em tartarugas marinhas é
um pardmetro bioquimico que fornece informacgdes Uteis de limitagdes fisiologicas e
metabolismo energético durante o mergulho, elevando-se em situagdes quando a duragdo do
mergulho vai além da capacidade aerdbica do animal. Geralmente, as tartarugas marinhas
tendem a realizar mergulhos dentro de seus limites aer6bios e, assim, sé utilizaria o
metabolismo anaerdbico sob coacdo (BOSTROM e JONES, 2007). Dada essa alta capacidade

aerobica das tartarugas marinhas, os niveis de lactato podem nao refletir com precisdo o
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esforco fisico, mas podem ser indicativo do estresse envolvido por falta de oxigenacao
durante o mergulho ou apnéia (SWIMMER, 2000).

Alguns estudos indicam o lactato como bom marcador do metabolismo anaerdbico,
desempenhando um papel importante durante a natacdo, porém, os resultados podem diferir
entre os estudos devido a diferencas de metodologia e espécie. ANDERSON et al. (2012),
HAMANN et al. (2006) e PEREIRA et al. (2012) relataram as concentra¢des sanguineas de
lactato em diferentes momentos durante o deslocamento na praia e 0s estagios iniciais do
mergulho em filhotes de tartarugas marinhas. ANDERSON et al. (2012) descobriram que as
concentracdes de lactato no sangue de tartarugas marinhas atingiram um pico de 13 mmol/L,
ap6s 15 minutos de natacdo entre a praia e um recife plano e que eles foram maiores em
filhotes de tartaruga verde do que em tartaruga cabecuda. Em contrapartida, HAMANN et al.
(2006) encontraram concentracfes de lactato no sangue de filhotes de tartaruga verde de
apenas 4,5 mmol/L ap6s 30 minutos de natacdo, porém, apOs duas horas de natacdo
encontraram valores atingindo 24 mmol/L. PEREIRA et al. (2012) relataram pico de 21
mmol/L em filhotes de tartarugas da espécie Caretta caretta, ap6s uma hora de natacao.

2.6. Respostas hematimétricas em funcéo do estresse

Na investigacdo clinica de répteis, amostras sanguineas podem ser facilmente obtidas e
sdo de grande valor diagndéstico. Entretanto, a patologia clinica é uma area da medicina
herpetoldgica que ainda necessita de varios estudos. Com a necessidade crescente de
avaliacdo do estado de salde em tartarugas marinhas, para uma possivel manutencdo de
animais saudaveis em cativeiro e reabilitacdo de individuos de vida livre, se faz necessario um
maior empenho em desenvolver estudos relacionados aos meios auxiliares de diagnostico

clinico, onde a avaliacdo hematoldgica possui grande destaque (PIRES et al., 2009).

Dentre os parametros hematimétricos mensurados em tartarugas marinhas, destacam-
se os eritrécitos, hemoglobina, trombdcitos e leucécitos (THRALL et al., 2012). Existem
cinco tipo de leucocitos: heterofilos, linfdcitos, eosindfilos, monocitos e basofilos (WORK et
al,. 1998). Dentre eles, os leucdcitos sdo divididos em agranuldcitos (linfocitos e os
mondcitos, sem granulagdes visiveis no citoplasma) e os granuldcitos (heterofilos, basofilos e
eosinofilos, citoplasmas apresentam granulacfes visiveis com diferentes afinidades pelos
corantes de Romanowisk). A principal funcdo dos leucdcitos é a defesa do organismo contra a
acdo patogénica (JAIN, 1993). Os granulocitos apresentam atividade fagocitaria, estando

intimamente relacionados com mecanismos de defesa do hospedeiro. Dentre os agranuldcitos,
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0S monaocitos também apresentam marcada atividade fagocitaria, enquanto os linfécitos estdo

relacionados com a sintese de anticorpos (THRALL et al., 2012).

Segundo SANTOS et al. (2009), a determinacdo de valores hematimétricos tem sido
utilizada como ferramenta de avaliacdo da saude dos animais. Estudos hematoldgicos
comparativos de animais doentes e sadios podem gerar informacdes importantes para o
manejo e conservacdo das espécies. Assim como os valores bioquimicos, os valores
hematimétricos podem sofrer influéncia de fatores fisiol6gicos, ambientais, de doencas e de

condi¢des metabdlicas como estresse e desidratacdo (SWIMMER, 2000).

Estudos realizados com tartarugas verdes acometidas pela fibropapilomatose
indicaram que estes animais possuiam diminuicdo no numero de linfdcitos, eosindfilos e
baséfilos, aumento de heterdfilos e mondcitos e hipoproteinemia (CRAY et al., 2001).
Resultados similares foram obtidos por WORK e BALAZS (1999) na regido do Havai, sendo
observada uma diminuicdo progressiva de linfocitos e eosindfilos e aumento progressivo de
hetero6filos conforme o aumento da gravidade da doenca; os basdfilos apresentaram pouca
variagdo e os mondcitos foram encontrados em maior nimero nos animais mais acometidos
pela doenga. O aumento do nimero de mondcitos pode ser atribuido pela inflamagéo cronica
causada pela severidade do tumor. A heterofilia e a linfopenia foram atribuidas pelo estresse e
imunossupressao causados pela fibropapilomatose. Além disso, os animais acometidos podem
apresentar anemia ndo regenerativa devido a cronicidade da enfermidade (ROSSI, 2007).

O cortisol, em condicdo de estresse, induz uma elevacao leve a moderada do nimero
de heterdfilos circulantes (heterofilia), variando conforme a espécie. A heterofilia é causada
principalmente pelo aumento na liberacéo de heteréfilos da medula 6ssea, mas também ocorre
devido a menor migracdo dos heterofilos da circulagdo para os tecidos, assim como a
diminuicdo da aderéncia dos heterdfilos, com consequente desvio do pool marginal para o
pool circulante (THRALL et al., 2012).

A diminuicdo dos linfocitos circulantes (linfopenia) ocorre principalmente por
linfélise das células T sensiveis aos corticosterdides e por marginacdo ou sequestro dos
linfocitos em locais extravasculares. A eosinopenia ocorre por diminui¢do da liberacdo pela
medula dssea em funcdo da interferéncia da acdo quimiotaxica da histamina nos eosinofilos.

O mecanismo da monocitose permanece desconhecido (JAIN, 1993).
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2.7. Teste do micronucleo eritrocitario e carcinogénese

Atualmente, tem-se encontrado uma forte relacdo entre a exposicdo a agentes
genotoxicos e o desenvolvimento de diversos efeitos nocivos a salde. E crescente a
preocupacdo com o efeito mutagénico e carcinogénico de agentes genotdxicos em populagdes
expostas a essas situacOes, acidentalmente ou ndo, pelo fato de que a acdo mutagénica por
vezes se manifesta, somente apds muitos anos, com o aumento da incidéncia de canceres ou
malformagdes congénitas, caracterizando os chamados efeitos cumulativos (FLORES e
YAMAGUCHI, 2009). Muitos dos compostos quimicos langados em ambientes aquéaticos sao

genotoxicos, podendo causar mutagénese e até mesmo carcinogénese (OHE et al., 2004).

Microndcleos sdo formados por fragmentos de cromossomos acéntricos (efeito
clastogénico) ou por cromossomos inteiros que ndo completaram a migracdo anaféasica da
divisdo celular (efeito aneugénico), deixando de ser incorporados ao nucleo das células-filhas
durante a mitose (PANTALEAO et al., 2006). Estes pequenos fragmentos de cromatina
(Figura 1), separados do aglomerado principal, permanecerdo satélites durante toda a vida da
célula e indicam quebra cromossémica ou disfungdes do fuso mitético, associadas pela acéo
de compostos toxicos (BOLOGNESI et al., 2006).

Nesse contexto, o teste de micronucleo tem sido utilizado como um teste rapido e
confiavel em detectar os danos provocados exposicdo a compostos quimicos lancados em
ambientes aquaticos (FLORES e YAMAGUCHI, 2009). Além disso, esse tipo de teste tem
sido amplamente utilizado em programas de biomonitoramento sendo uma valiosa ferramenta

para avaliar exposicdes de organismos (SOUZA et al., 2004).

_,‘_@ﬁ

Figura 1. Expressédo do micronucleo na hemécia em divisdo, demonstrando a origem a partir do revestimento de
cromossomos inteiros e de fragmentos de cromossomos acéntricos de uma célula em anéfase. Fonte: Modificado
de FENECH et al. (2005).
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Os eritrocitos periféricos tém sido mais comumente utilizados para detec¢do do
micronucleo, pois evitam a complexidade associada aos procedimentos de preparagdo celular
e sacrificio do animal. Além disso, a elevada taxa mitética dos tecidos hematopoiéticos revela
uma resposta rapida a exposi¢do genotoxica, revelando os danos cromossémicos causados por
esta exposicdo (BOLOGNESI et al., 2006).

A relagdo entre o micronucleo e o desenvolvimento de neoplasias € apoiada por
inimeras observagGes no homem e em outros vertebrados, tais como, frequéncia maior desse
biomarcador em individuos com neoplasias ndo tratadas e em individuos que apresentam
doencas congénitas predisponentes ao cancer (FENECH et al., 2005); a correlacdo existente
entre agentes genotdxicos indutores de micronlcleos e carcinogénese, como radiacao
ionizante e ultravioleta (CHANG, 1997) e a correlacdo inversa entre a frequéncia de
micronucleos e a concentracdo sanguinea e/ou dieta rica de certos micronutrientes associados
ao risco reduzido de cancer, tais como folato, célcio, vitamina E e acido nicotinico (FENECH
et al., 2005).

Agentes quimiopreventivos e inibidores de carcinogénese podem ser avaliados pelo
teste do microndcleo (MATSUMOTO et al.,, 2006). A capacidade quimiopreventiva e
antimutagénica do extrato de ginseng foi analisada por PANWAR et al. (2005) em ratos
albinos. A administracdo oral de diferentes doses do extrato de ginseng ocorreu antes da
inducdo de tumores de pele nos animais. Nesses grupos houve significante reducdo na
incidéncia, numero, tamanho e peso dos papilomas em compara¢do aos animais que nao
receberam as doses de extrato. Também houve reducdo no nimero de células com aberragdes

cromossémicas e micronucleos nos grupos que receberam o tratamento prévio.

O teste de micronicleo também tem destaque em avaliagcbes ecotoxicoldgicas
(PORTO et al., 2005). GAUTHIER et al. (1999) propuseram o uso desse teste em golfinhos
para monitorar populacbes expostas a ambientes contaminados. CAVAS et al. (2005)
comprovaram os efeitos genotoxicos e citotoxicos de metais pesados, como cadmio e cobre
em peixes, observados tambem previamente em mamiferos. SWARTZ et al. (2003), em
estudo com animais de um rio poluido por dejetos industriais, verificaram que o nimero de
micronudcleos em células sanguineas de tartarugas correlaciona-se positivamente com 0s
niveis de mercdrio e Dicloro-Difenil-Tricloroetano nos tecidos dos animais. Por fim, segundo
DIAS (2006), ensaios envolvendo este tipo de abordagem sdo bons modelos para a avaliacéo

dos riscos da exposicdo a fatores ambientais e fornecem subsidios para o potencial efeito
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sobre a saude das populacfes residentes na mesma regido e para 0 manejo dos animais

expostos.
2.8. A fibropapilomatose, o herpesvirus e estudos moleculares

As pesquisas sobre a fibropapilomatose em tartarugas marinhas tém sugerido a
etiologia viral. Muitos tipos de virus ja foram isolados em tecido neoplasico de tartarugas
marinhas, dentre eles, retrovirus, adenovirus, herpesvirus, poliomavirus e papilomavirus
(COBERLEY et al., 2002; ENE et al., 2005). Segundo CURRY et al. (2000), os herpesvirus
sdo associados com diversas doencas de tartarugas marinhas, como a doenca do pulmao,

olhos e traquéia (“"Lung-eye-trachea disease™), a gray patch disease e a fibropailomatose.

Existem, no total, seis herpesvirus que acometem as tartarugas marinhas, todos
pertencentes a familia Herpesviridae. Desses, dois pertencem a subfamilia
Alphaherpesvirinae: o Chelonid herpesvirus 5 (ChHV 5), que é o virus associado a
fibropapilomatose, e 0 ChHV 6, associado a lung-eye-trachea disease. Os demais pertencem a
familia Gammaherpesvirinae, sendo chamados de ChHV 1 (associado a gray patch disease),
ChHV 2, ChHV 3 e ChHV 4 (PRIETO-TORRES et al., 2013).

Recentemente, o emprego de técnicas moleculares de diagndstico tem auxiliado o
desenvolvimento de pesquisas sobre a etiologia da fibropapilomatose. A utiliza¢do da reacao
de polimerase em cadeia em tecido neoplasico, sangue, secrecdo ocular e saliva de animais
doentes tém reforcado a associacao entre a fibropapilomatose e a infec¢do por herpesvirus
(MATUSHIMA, 2003; ENE et al., 2005; GREENBLATT et al., 2005).

MONEZI et al. (2006) confirmaram a circulacdo do virus na corrente sanguinea de
tartarugas ao analisarem o sangue e tumores de 16 tartarugas da Base de Ubatuba do Projeto
TAMAR. Eles realizaram PCR a partir de sangue extraido do seio venoso cervical e de
tumores extraidos cirurgicamente e detectaram o virus em pelo menos um tipo de amostra em
11 animais, sendo que 8 amostras de tumores e 4 de sangue foram positivas. Entretanto, nunca
foi realizado um estudo maior para correlacionar a frequéncia do virus encontrado nos

tumores e no sangue.

Sequéncias de herpesvirus tem sido detectadas em fibropapilomas de tartarugas-
verdes, tartarugas-cabecudas e tartarugas-oliva no Havai, Florida e Costa Rica usando primers

que reconhecem regibes conservadas do gene da DNA polimerase de herpesvirus e particulas
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semelhantes a herpesvirus tem sido visualizadas por microscopia eletrénica
(QUACKENBUSH et al., 2001).

A hipotese de que o herpesvirus seja o agente etioldgico da doenga também tem sido
constatada pelos resultados obtidos em inquéritos sorologicos de animais doentes (HERBST
et al., 1998, COBERLEY et al., 2002). HERBST et al. (1998) desenvolveram um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) para detectar anticorpos 7S especificos contra a glicoproteina H do
CFPHV, apo6s a expressdo em um baculovirus. A monitoria sorolégica de animais negativos e
experimentalmente infectados apresentou 100% de especificidade, embora o tempo necessario
para a soroconversdao de muitos animais tenha sido extenso. Apesar da baixa sensibilidade
deste teste, os dados de monitoramento sorolégico com tartarugas procedentes da Fldrida

(USA) indicaram uma prevaléncia de 80%.

Muitas sdo as formas de disseminacdo do herpesvirus entre tartarugas. As
sanguessugas marinhas da espécie Ozobranchus sdo um potencial vetor de transmissdo do
herpesvirus uma vez que podem carrear 0 DNA viral. Alguns exemplares podem apresentar
até 10 milhdes de copias do DNA viral por sanguessuga (GREENBLATT et al., 2004).

Por fim, o aumento da prevaléncia de fibropapilomas em tartarugas marinhas,
causando surtos em novas areas geograficas, tem levantado algumas hipdteses, dentre elas, a
introducdo do herpesvirus associado a fibropapilomas em populaces de tartarugas; uma
interacdo entre o virus e fatores ambientais, causando o desequilibrio organico e o
desenvolvimento dos tumores; e observacfes de que a doenca € mais prevalente em habitats
que sdo proximos a areas de desenvolvimento urbano e agricola (GREENBLATT et al.,
2005).
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3. OBJETIVOS E METAS

O objetivo do presente estudo foi identificar potenciais biomarcadores (bioquimicos,
citologicos e moleculares) de estresse e carcinogénese em tartarugas marinhas da espécie
Chelonia mydas, partindo-se da premissa de que a antecipacdo das mudancgas patologicas
pode representar uma importante estratégia para a conservacdo da espécie. Para tanto
pretendeu-se utilizar uma fonte de material biologico proveniente de sangue, reconhecido

como o0 método menos invasivo e rapido para obtencdo de amostras de tecidos.

Para tal objetivo foram tracadas as seguintes metas:

- avaliar as respostas bioguimicas e hormonais provocadas pelo estresse decorrente de
contencdo e manejo em tartarugas marinhas da espécie Chelonia mydas, submetidas a dois
processos distintos de captura e contengdo, em tartarugas de com duas condi¢es de salude

distintas, com e sem fibropapilomatose;

- verificar a ocorréncia de defeitos cromossomiais (teste de microndcleo eritrocitario) em
tartarugas de duas localidades com historicos distintos de acéo antropogénica, afetados ou ndo

pela fibropapilomatose;

- verificar a congruéncia da presenca do DNA do herpesvirus Chelonid herpesvirus 5 no
sangue de animais via reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com a presenca de massas
tumorais da fibropapilomatose.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Areas de estudo

Para o estudo, foram escolhidas duas &reas cujo atividade desenvolvida pelas
tartarugas no local é semelhante, sendo uma area proxima a descarga de dejetos industriais e

outra inserida dentro de uma Unidade de Conservagéo.

A érea localizada na Baia do Sueste no Arquipélago de Fernando de Noronha (&rea
FN-PE), estado de Pernambuco (3°51°26”S e 32°25°33”0) possui duas Unidades de
Conservacéo Federais, uma Area de Protecio Ambiental (APA) e o Parque Nacional Marinho
(Figura 3. C-D). Abriga uma importante area de alimentacdo para duas espécies de tartarugas
Eretmochelys imbricata e Chelonia mydas (BELLINI, 1996) e de desova para C. mydas
(BABPTISTOTTE, 2007). Além disso, de acordo com HORTA et al. (2001), o arquipélago
apresenta uma comunidade de algas com composicdo potencialmente semelhante as

encontradas no Espirito Santo.

A é&rea proxima a industria (area VIT-ES) localizada no efluente final da Siderurgica
Arcelor Mittal Tubardo (Figura 4. A-C), no municipio de Vitdria, Espirito Santo (20°15°49°’S
e 40°13°43°°0). E um canal artificial, construido para capturar a agua do mar para
arrefecimento nas unidades operacionais da inddstria, a uma vazdo de 28 a 32 mil m%hora,
ocasionando uma elevacgdo de 8,75°C (+1,15°C) da temperatura média da agua no local, além
disso, recebe o esgoto doméstico de aproximadamente 7.000 pessoas, além do esgoto
industrial, apés tratamento (TOREZANI et al., 2009). A alta temperatura da agua e a riqueza
de matéria organica favorecem o crescimento de algas e, talvez por essa razdo, as tartarugas
entrem no canal em grande numero para se alimentar, o que facilita a captura e o estudo da
agregacdo (SANTQOS, 2005). Os locais de captura foram distribuidos na regido e divididos em
quatro pontos seguindo uma ordem até a desembocadura no mar, sendo denominados A, B, C
e D em ambos os lados do efluente. Esse efluente tem extensdo de 500 metros e

aproximadamente 33 metros de largura, com uma profundidade media de 2 metros.
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4.2. Método de captura

O método de captura foi diferenciado nas duas areas, em funcdo da quantidade de

animais agrupados e pelo tamanho da area onde 0s animais se concentravam.

Na area FN-PE, pelo fato dos animais estarem em mar aberto, a captura manual teve
perseguicdo continua, prolongada, sendo necessario um tempo de mergulho e perseguicéo
superior a 60 minutos, até a completa captura do individuo e seu transporte para a praia.
Durante esse periodo de perseguicdo, a captura era concretizada quando os individuos,
desgastados pela fuga, subiam a superficie para respirar e ndo tinham condicGes de fugir da
captura. Ap6s a captura o animal foi levado a praia para coleta de sangue, anilhamento,

biometria e posterior soltura.

Na éarea VIT-ES, pelo fato dos animais estarem agregados no canal do efluente, a
captura foi realizada pelo uso da tarrafa, e esse processo envolveu surpresa ao animal, sem

perseguicao.

Todos os animais capturados e sem identificagdo foram devidamente anilhados. De
todos os individuos capturados foram obtidos dados do tamanho da carapaga, em centimetros
(comprimento curvilineo de carapaca, CCC) e peso, em gramas, para caracterizacdo da idade
do animal (Figuras 3.1-J). De todos os exemplares capturados foi realizada a coleta de sangue
(Figuras 3.L). Os animais recapturados foram avaliados, medidos, pesados e liberados sem
nova coleta de sangue. O sexo dos animais ndo foi determinado devido a auséncia de

dimorfismo sexual externo nessa fase do ciclo de vida.
4.3. Amostra

Nossa amostra é composta por cinco grupos, totalizando 180 animais (Tabela 1).
Grupo1-G1

E formado por 34 individuos, capturados no periodo de 5 a 30 de Janeiro de 2011 na
Baia do Sueste no Arquipélago de Fernando de Noronha. Os animais desse grupo nao
apresentaram fibropapilomas aparentes. De todos os individuos desse grupo foram colhidas
amostras de sangue em heparina de litio e feito o esfregaco sanguineo para estudos

bioquimicos e hematologicos.
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Grupo 2 - G2

E formado por 66 individuos, capturados entre o periodo de 5 de novembro a 20 de
dezembro de 2010 no efluente final da Siderurgica Arcelor Mittal Tubardo, no municipio de
Vitoria, Espirito Santo. Os animais desse grupo ndo apresentaram fibropapilomas aparentes.
De todos os individuos desse grupo foram colhidas amostras de sangue em heparina de litio

para estudos bioquimicos e hematoldgicos e feito o esfregaco sanguineo.
Grupo 3-G3

E formado por 40 individuos, capturados entre o periodo de 5 de novembro a 20 de
dezembro de 2010 no efluente final da Siderargica Arcelor Mittal Tubardo, no municipio de
Vitéria, Espirito Santo. Os animais desse grupo apresentaram algum grau de
fibropapilomatose aparente. De todos os individuos desse grupo foram colhidas amostras de
sangue em heparina de litio para estudos bioguimicos e hematoldgicos e feito o esfregaco

sanguineo.
Grupo 4 - G4

E formado por 20 individuos, capturados entre o periodo de 2 de maio a 15 de maio de
2013 no efluente final da Siderurgica Arcelor Mittal Tubardo, no municipio de Vitdria,
Espirito Santo. Os animais desse grupo apresentaram algum grau de fibropapilomatose
aparente. De todos os individuos desse grupo foram colhidas amostras de sangue em EDTA
10% e de tecido tumoral conservado em alcool 70%, para estudos moleculares e em formol a

10% para confirmacéo histopatologica.
Grupo 5-G5

E formado por 20 individuos, capturados entre o periodo de 2 de maio a 15 de maio de
2013 no efluente final da Siderdrgica Arcelor Mittal Tubardo, no municipio de Vitdria,
Espirito Santo. Os animais desse grupo ndo apresentaram fibropapilomas aparente. De todos
os individuos desse grupo foram colhidas amostras de sangue em EDTA 10% para estudos

moleculares.
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Tabela 1. Caracteristica dos grupos de estudo (G1, G2, G3, G4 e G5) do presente estudo.

Critérios Gl G2 G3 G4 G5
Tempo gle cap'Eura € > 60 min <60min <60min <60 min <60 min
manipulacao
Temperatura média da 28°C! ~30°C*  ~30°C°  ~30°C’  ~30°C’
agua
Método de captura Perseguicao Tarrafa ~ Tarrafa  Tarrafa  Tarrafa
NUmero de animais 34 66 40 20 20
Fibropapiloma Nao Néo Sim Sim Néo
ocliase  [amiiods Vi Vigta, Vigra, - vigrs

*Comprimento curvilineo de carapaca; ‘Segundo MENDES (2006); “Segundo TOREZANI et al.(2009)

4.4. Coleta de sangue e tecidos

Para coleta de sangue para os estudos bioquimicos e hematoldgicos (G1, G2 e G3), foi
realizada a venopuncdo do seio venoso cervical ou veia jugular, precedido de limpeza e
antissepsia adequadas com alcool iodado. O sangue foi transferido imediatamente para um
tubo contendo 2 ml de heparina de litio (Vacutainer®), mantido resfriado em um container de
isopor com gelo até a chegada ao laboratério. O esfregago sanguineo para o teste de

micronucleo e hematimetria diferencial foi realizado com sangue fresco e sem anticoagulante.

A coleta de sangue para os estudos moleculares foi realizada apenas nos individuos
dos grupos G4 e G5. A venopuncao foi feita no seio venoso cervical, precedido de limpeza e
antissepsia adequadas com éalcool iodado. O sangue foi transferido imediatamente para um
tubo contendo 2 ml de EDTA a 10% (Vacutainer®), mantido resfriado em um container de

isopor com gelo até a chegada ao laboratorio.

A coleta de tecido para os estudos moleculares foi realizada apenas nos individuos dos
grupos G4. Em todos os animais desse grupo foram colhidas 2 amostras de tecido tumoral,

uma mantida em frasco com alcool 70% e destinada as anélises moleculares € outra mantida
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em formol 10% e destinada ao exame histopatoldgico para confirmagdo da fibropapilomatose.
As licengas para transporte e manipulagdo do material biolégico foram concedidas pelo

Sistema de autorizagdo e informagao em Biodiversidade (SISBIO) / ICMBIio — IBAMA.
4.5. Analises bioquimicas e hormonais

No laboratério, o sangue acondicionado em tubo com heparina foi centrifugado
durante 10 minutos a 4000 RPM, e o plasma obtido foi transferido para microtubos de 1,7 ml,
para realizacdo de exames bioquimicos e hormonais (cortisol, glicose e lactato). O plasma

heparinizado foi devidamente congelado a -20°C até o processamento das amostras.

As determinac6es de cortisol, glicose e lactato foram realizadas no Laboratério Clinico
Veterinario do Hospital Veterinario Prof. Ricardo Alexandre Hippler da Universidade Vila
Velha, UVV (Figura 2). Os niveis plasmaticos de cortisol foram determinados utilizando kits
comerciais (In Vitro Diagnostica — Human do Brasil — Itabira, MG, Brasil) por meio de
imunoensaio enzimatico por competicdo (Mindray MR — 96A — Quibasa Quimica Bésica Ltda
- Belo Horizonte, MG, Brasil), sendo todos os testes realizados em duplicata e utilizando a
média obtida das duas analises. Essa metodologia baseia-se na interagdo competitiva entre o
cortisol e 0 horménio-enzima conjugado por um numero limitado de anticorpos anti-cortisol
imobilizados. A intensidade de cor da reacdo € inversamente proporcional a quantidade de

cortisol da amostra e medida através em filtro de 450nm.

Os niveis plasmaticos de glicose e lactato foram determinados através de metodologia
enzimatica, utilizando kit comercial (Bioclin Quibasa, Quimica Basica Ltda - Belo Horizonte,
MG, Brasil), conforme as especificacbes do fabricante, sendo todos os testes realizados em
duplicata, utilizando a média obtida das duas analises, em analisador bioquimico
semiautomatico (Bioplus - BIO 200). Para determinacdo da glicose plasmatica foi realizada
leitura de absorbancia por colorimetria em filtro de comprimento de onda de 505 nm. Durante
0 teste, a glicose é oxidada enzimaticamente pela glicose-oxidade, formando um cromdgeno
vermelho cuja intensidade de cor é proporcional a concentracdo de glicose. Ja a determinacéo
do lactato plasmatico foi realizada por método enzimatico utilizando a lactato desidrogenase e

leitura de absorbancia em filtro de comprimento de onda de 340 nm.
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Figura 2. A. Diluicdo do plasma heparinizado para realizagdo da dosagem de cortisol; B.
Procedimento de lavagem em placa como procedimento prévio para o exame laboratorial; C.
Leitora de ELISA para determinagéo das absorbancias bioquimicas; D. Analisador semiautomatico
para determinagdo colorimétrica de glicose e lactato plasmaticos.

4.6. Andlises hematoldgicas e teste de microndcleo

O hemograma completo e o teste do microndcleo eritrocitario das tartarugas
capturadas foram realizados no Laboratério Clinico Veterinario do Hospital Veterinario
Professor Ricardo Alexandre Hippler da Universidade Vila Velha (UVV), a partir de
amostras colhidas em tubos contendo heparina (Vacutainer®). O hemograma completo
compreende o hematocrito ou volume globular (VG), contagem de hemécias, determinacao de
hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM), concentragdo a de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), contagem de leucdcitos total e diferencial, contagem de trombdcitos, além da
determinacdo da proteina plasmatica total. O VG foi determinado através da técnica de
microhematdcrito (HENDRIX, 2005), enquanto que a concentragcdo de hemoglobina, pelo
método da cianometahemoglobina, através de kit comercial (Bioclin Quibasa, Quimica Bésica
Ltda - Belo Horizonte, MG, Brasil). As contagens de eritrocitos e leucocitos foram realizadas
em camara de Neubauer, tendo como diluente a solucdo de NATT e HERRICK (1952). As
contagens diferencial de leucdcitos e de trombdcitos foram estabelecidas em esfregaco
sanguineo corado segundo a técnica de Rosenfeld descrita por BIRGEL et al. (1983). A partir
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das varidveis do eritrograma estabeleceram-se matematicamente os indices hematimétricos
VCM e CHCM.

O teste do microndcleo avalia a frequéncia de formacdo de pequenos fragmentos de
cromatina. Este teste consiste na contagem de células que contenham um ou mais
micronucleos citoplasmaticos. Atualmente, os eritrécitos tém sido mais utilizados para o teste
do microndcleo, pois evitam a complexidade associada aos procedimentos de preparacéo
celular e sacrificio do animal. Além disso, a elevada taxa mitdtica dos tecidos
hematopoiéticos revela uma resposta rapida a exposicdo genotdxica, revelando os danos
cromossémicos causados por esta exposicdo. A lamina de esfregaco de sangue foi corada com
solugédo a 3% Giemsa e tampéo fosfato (pH 6,8) e, em seguida, as laminas foram lavadas em
agua corrente. A contagem de células foi realizada em microscopio Optico com aumento de
1000 vezes, modelo Nikon Eclipse E-200. Foram contados 1000 eritrocitos por esfregaco
sanguineo de cada animal de cada grupo e o numero de micronucleos encontrados foi
registrado. Foram considerados como microndcleos os corpusculos de massa de cromatina
que em relacdo ao nucleo apresentaram aproximadamente 1/3 do seu tamanho ou menos,
estando nitidamente separados, com bordas distinguiveis, mesma cor e refringéncia (AL-
SABTI e METCALFE, 1995).

4.7. Andlises moleculares

O DNA das amostras de sangue total foi extraido com kit comercial (PureLink Viral
RNA/DNA, Invitrogen, Life Technologies). Apos a confirmacdo histopatoldgica do tecido
tumoral coletado em formol 10%, a extracdo do DNA dos tecidos foi realizada utilizando um
protocolo a partir de solucao salina (BRUFORD et al., 1992, adaptado por David Vieites)
(Anexo III).

As amplifica¢Oes foram conduzidas em um volume final de 50uL contendo 2uL de
DNA, 0,2 uL de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Inc), 1,0 uL de dNTP, 1,25 uL de DMSO,
2,0 uL de MgCl,, 0,2 pL dos primers especificos para o Chelonid herpesvirus 5 (5'-
ACTGGCTGGCACTCAGGAAA-3' e 5-CAGCTGCTGCTTGTCCAAAA-3) e 5uL de
tampao de PCR, conforme descrito por QUACKENBUSH et al. (2001). Para esta reagdo
foram usados como amostra o DNA extraido das amostras de sangue (2uL de DNA total
extraido) ou do tecido tumoral (2uL de DNA diluido de 1:10 em &gua ultra-pura). Para cada
reagdo foi utilizado um controle negativo. O ciclo térmico consistiu de uma desnaturagdo

inicial a 92°C por 15 minutos, seguido por 45 ciclos de desnaturacdo a 92°C por 45 segundos,
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anelamento a 60°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. Os produtos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3% corado com brometo de etidio e o tamanho
do fragmento de 86pb, determinado através de um marcador de peso molecular de 100pb
(Invitrogen, USA).

4.8. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados bioquimicos, hormonais e hematimétricos foi realizada
através dos programas BioEstat v.5.3 (AYRES et al., 2005) e R v.2.14 (R Development Core
Team, 2006). Inicialmente os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, e devido a distribuicdo ndo paramétrica dos dados foi utilizado para
andlise de variancia o teste de Kruskal-Wallis, seguido de uma comparacdo entre grupos pelo
método de Dunn (teste post-hoc). Considerou-se como nivel de significancia estatistica p <
0,05.

Para verificar a associacdo entre os niveis plasmaticos de cortisol, glicose e lactato
com os grupos experimentais foi realizada uma andlise discriminante de regressdo logistica
por meio de um modelo linear generalizado (GLM). Para tal definiu-se um padrdo de
resultado que para a associacdo entre as variaveis e 0 método de captura, foram codificados
como: Y=1 se o nivel de estresse foi elevado, e Y=0 se o nivel de estresse foi baixo. Para a
associacao entre as variaveis e o estado de salde, os resultados foram codificados como: Y=1
com presenca de fibropapiloma, e Y=0 com auséncia de fibropapiloma. Para a anélise
descritiva dos niveis de lactato, cortisol e glicose foram calculadas as médias e desvio padrao

de cada parametro, por grupo experimental.

Para verificar a associacdo entre a quantidade de eritrcitos micronucleados e 0s
grupos experimentais foi realizada uma anélise discriminante de regresséo logistica por meio
de um modelo linear generalizado (GLM). Para associagdo entre as variaveis e a caracteristica
do ambiente, os resultados foram codificados como: Y=1 ambiente com dejetos industriais, e
Y=0 boa qualidade do ambiente sem dejetos industriais. Para a associagdo entre as variaveis e
0 a presenca da fibropapilomatose, os resultados foram codificados como: Y=1 com presenca
de fibropapiloma, e Y=0 com auséncia de fibropapiloma. Para a analise descritiva foram

calculados média e desvio padrédo por individuo e por grupo.
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Figura 3. Captura dos individuos e coleta de dados do grupo G1, na Baia do Sueste, Fernando
de Noronha; A. Base do Projeto Tamar utilizada para montagem do laboratério de campo; B.
Materiais de mergulho e de coleta utilizados; C e D., local de captura das tartarugas na area 1;
E-H. Captura por perseguicdo continua das tartarugas; I. Identificacdo e anilhamento do
animal capturado na praia; J. Biometria e coleta de dados do animal capturado; L. Coleta de
sangue em seio venoso cervical; M. Soltura dos animais apds o procedimento de coleta e
obtencédo dos dados.
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Figura 4. A-C. Local de captura do grupo G1 no Efluente final da Siderargica ArcelorMittal
Tubardo, Vitoria, ES; D. Estacdo de monitoramento ambiental da Siderurgica ArcelorMittal
Tubardo, Vitoria, ES, onde foram manipulados os animais capturados; E-F. Captura por meio
de tarrafa; G. Parte interna da Estacdo de monitoramento ambiental, destacando o material
utilizado para biometria e coleta de material dos animais; H. Biometria do animal capturado;
I. Identificagdo e anilhamento do animal capturado; J. Coleta de sangue em seio venoso
cervical; L-M. Animais capturados com presenca de fibropapilomatose (setas).
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5. RESULTADOS

Todos os animais capturados eram juvenis conforme critérios propostos por HIRTH
(1997), ou seja, comprimento curvilineo de carapaca (CCC) menor que 73,5 cm. Os animais
do grupo G1 (area FN-PE) apresentaram CCC variando de 28,4 a 56,3 cm, com média de 51,8
+ 11,3 cm, nos demais grupos, todos capturados na mesma area (VIT-ES), apresentaram CCC

variando entre 25,8 e 48,1 cm, com média de 38,6 + 8,1 cm.

Dos 180 exemplares da nossa amostra, somente as tartarugas do grupo G3 (n=40) e G4
(n=20) coletadas em Vitdria, ES, ou seja, 33,33% da amostra total apresentaram
fibropapilomas, em diferentes graus. Os demais exemplares tanto coletados em Vitoria (ES,
grupo G2 e G5) quanto em Fernando de Noronha (PE, grupo G1) ndo apresentaram tumores
aparentes.

5.1. Resposta ao estresse de captura e presenca de fibropapilomas

Para verificar a resposta dos animais ao estresse de captura foram realizadas analises
comparativas entre os grupos G1 e G2, que diferem no tempo decorrido entre a captura e a
coleta do sangue e soltura. Da mesma forma, para verificar a resposta ao estresse pela
presenca do fibropapiloma foram realizadas analises comparativas entre os grupos G2 e G3.
Para analise comparativa foi realizada o teste ndo paramétrico, considerando como nivel de

significancia estatistica p < 0,05.

Os resultados mostram a média dos niveis plasmaticos de cortisol foi
significativamente mais elevada no grupo G1 (28,0 + 28,2 ng/mL) em relacdo ao grupo G2
(4,5+ 3,7 ng/mL), como verificado na Tabela 2, p<0,05. A mesma relacdo foi observada com
os valores médios do nivel do lactato plasmatico, tendo o grupo G1 (11,0 + 4,0 mmol/L) os
niveis mais elevados que o grupo G2 (5,8 + 4,4 mmol/L). Em contrapartida, a média dos
niveis plasmaticos de glicose no grupo G1 foi significativamente menor (59,7 +12,1 mg/dL)
do que o grupo G2 (71,6 + 10,7 mg/dL).
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Tabela 2. Valores médios + desvio padrdo dos parametros bioquimicos e hormonais dos
individuos de Chelonia mydas, de acordo com os grupos de estudo.

Teste Meétodo de captura Presenca fibropapilomatose
FN-PE VIT-ES Ausente Presente
Grupo (G1) (G2) (G2) (G3)
(n=34) (n=66) (n=66) (n=40)
Cortisol (ng/mL) 28,0 + 28,2 46+3,7 46+ 3,7 22,5+ 13,2
Glicose (mg/dL) 59,7+121 71,6 +10,7 71,6 + 10,7 715+77
Lactato (mmol/L) 11,0+ 4,0 58+4,4 58+4,4 8,8+3,4

Valores em negrito ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis, p<0,05.

Foi verificada uma associacao entre os niveis plasmaticos de cortisol, lactato e glicose
para resposta ao estresse de captura e 0s grupos experimentais (p<0,05), e estd demonstrado
na figura 6, estando os resultados codificados como: Y=1 se o nivel de estresse foi elevado, e
Y=0 se o nivel de estresse foi baixo. A alteracdo da resposta do cortisol foi imediata, enquanto
que a resposta do lactato foi mais lenta. Para se verificar a resposta dos animais ao estresse
decorrente da presenca dos tumores da fibropapilomatose, foram realizadas analises
comparativas entre 0s grupos G2 e G3, de modo a comparar individuos submetidos ao mesmo
estresse de captura, mas que diferem entre si pela presenca (Grupo G3) e auséncia (grupo G2)

de fibropapilomatose.

Os resultados mostram a média dos niveis plasmaticos de cortisol foi
significativamente mais elevada no grupo G3 (22,5 + 13,2 ng/mL) em relacdo ao grupo G2
(4,5+ 3,7 ng/mL), como verificado na Tabela 2.2, p<0,05. A mesma relacdo foi observada
com os valores médios do nivel do lactato plasmatico, tendo o grupo G3 (8,8 + 3,4 mmol/L)
0s niveis mais elevados que o grupo G2 (5,8 + 4,4 mmol/L). Em contrapartida, as médias dos

niveis plasmaticos de glicose nao foram significativamente diferentes entre 0s grupos.

A associagdo com 0s grupos experimentais para resposta ao estresse em condigdes de
saude alterada s6 foi verificada com os niveis plasmaticos de cortisol (p<0,05) e esta
demonstrado na figura 5, estando os resultados codificados como: Y=1 com presenca de
fibropapiloma, e Y=0 com auséncia de fibropapiloma, sendo a resposta verificada no nivel do

cortisol similar aquela observada pelo estresse do método de captura.
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Figura 5. Gréfico da anlise de regressao logistica, codificando os grupos de acordo com: Y=1 com
presenca de fibropapiloma, e Y=0 com auséncia de fibropapiloma.

5.2. Teste de micronucleo e hemograma de acordo com a caracteristica do ambiente

Na comparacdo dos resultados do teste de micronicleo e dados hematimétricos em
funcéo da caracteristica do ambiente, os animais do grupo G1 (FN-PE) apresentaram numero
significativamente menor de micronucleos em eritrocitos (5.000 + 7.000/uL) do que o grupo
de VIT-ES, G2 (61.000 + 52.000/uL), ou seja, cerca de valores superiores a 10 vezes o
encontrado no grupo G1 (Tabela 3, Figura 7). Foi verificada uma associacdo entre a
quantidade de eritrocitos com micronucleo e 0s grupos experimentais (p<0,05) para qualidade
do ambiente, e esta demonstrado na figura 8, estando os resultados codificados como: Y=1

ambiente com dejetos industriais, e Y=0 boa qualidade do ambiente sem dejetos industriais.

Em relacdo ao eritrograma e plaguetometria, os menores valores obtidos sdo de
animais do FN-PE (grupo G1) em comparacao aos dados da amostra de VIT-ES (grupo G2).
Nos resultados obtidos no leucograma, os animais do grupo G1 (FN-PE) apresentam
diferencas significativas com os de VIT-ES. No entanto, apesar das diferencas encontradas
nos animais de FN-PE, os valores do eritrograma, plaquetometria, leucdcitos totais,
heterofilos, mondcitos e eosindfilos, estdo de acordo com o intervalo de referéncia proposto
por SANTOS et al., (2009) para a espécie. Ainda, os animais do grupo G1 apresentaram
menores valores de linfécitos (582 + 363/pL), em relagdo ao G2 (1075 + 465/pL) (Figura 9).
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Figura 6. Grafico da analise de regressdo logistica, codificando os grupos de acordo com: Y=1 se o nivel de

estresse foi elevado, e Y=0 se o nivel de estresse foi baixo.
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Figura 7. A. Demonstracdo da técnica de confeccdo do esfregago sanguineo; B. Eritrdcitos

micronucleados (setas) evidenciando microndcleo em eritrdcitos de tartarugas verdes.

1.0

@

-

o

2

2 08 -

2 0

1] o
-

: E

g 06 2

d ©

+ (=]

—1 c

mw = <

p 0.4 %

& o

@ [N

© G - 40

©

g 20

2 00 -0

2 T T | T T T

a 0.0 5.0 100 15.0 200 250

Micronucleos eritrocitarios (mil/uL)

Figura 8. Grafico da andlise de regressdo logistica da quantidade de microndcleo, codificando os
grupos de acordo com: Y=1 ambiente com dejetos industriais, e Y=0 boa qualidade do ambiente sem

dejetos industriais.
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Figura 9. Demonstragdo do numero de leucdcitos totais, heteréfilos e linfocitos, em funcdo da
caracteristica do ambiente e linha de tendéncia.

5.3. Teste de micronucleo e hemograma de acordo com a presenca de fibropapilomas

Para avaliacdo a resposta da presenca da fibropapilomatose nos parametros do teste de
micronucleo e dados hematimétricos foram comparados os dados observados entre 0s grupos
G2 e G3, por se tratar de animais sob as mesmas condi¢des ambientais, diferindo pela afeccao
de tumores da fibropapilomatose. Os valores médios de micronucleos em eritrocitos de
individuos do grupo G2 (VIT-ES) foram significativamente menores (61.000 + 52.000/uL) do
que os do grupo G3 (164.000 + 63.000/pL), mostrando valores superiores a 2 vezes 0
encontrado no G2 (Tabela 3). Foi verificada uma associacdo entre a quantidade de eritrocitos
com microndcleo e os grupos experimentais (p<0,05) para a presenca da fibropapilomatose
nos animais, e esta demonstrado na figura 10, estando os resultados codificados como: Y=1

com presenca de fibropapiloma, e Y=0 com auséncia de fibropapiloma.

Em relacdo ao eritrograma, plaguetometria, monaocitos, eosinofilos e basofilos, néo
foram observadas diferencas significativas entre os grupos de VIT-ES, e todos os valores
obtidos para essas analises, se encontram de acordo com o intervalo de referéncia proposto
por ROSSI et al. (2007) para a espécie, quando comparada presenca e auséncia de

fibropapilomas.

Nos resultados obtidos no leucograma (Tabela 3), os animais com fibropapilomas

apresentaram os menores valores de leucdcitos totais (G4: 3530 + 2495/uL) e heterdfilos (G4:
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2242 + 1654/uL), seguido dos animais do G2 (leucdcitos totais: 4582 + 2269/uL) e
(heterdfilos: 2921 + 1565/uL), e apresentando diferenca estatistica significativa para os
animais do G1, mas ndo apresentando diferenca para os animais do G3.

Os animais da area FN-PE (G1) apresentaram os maiores valores de leucdcitos totais,
heterofilos, mondcitos e eosindfilos, porém, estando de acordo com o intervalo de referéncia
proposto por SANTOS et al., (2009) para a espécie. Ainda no G1, 0s animais apresentaram 0s
menores valores de linfdcitos (582 + 363/uL), seguido dos animais com fibropapilomas (G4:
659 + 511/uL) (Figura 11).
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Figura 10. Grafico da andlise de regressdo logistica da quantidade de microndcleo, codificando os

grupos de acordo com: Y=1 presenca de fibropapiloma, e Y=0 auséncia de fibropapiloma.
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Figura 11. Demonstragdo do nimero de leucdcitos totais, heteréfilos e linfocitos, em funcdo do estado

de saude e linha de tendéncia.
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Tabela 3. Resultados da presenga de microndcleo (média por grupo + desvio padrdo) em C. mydas de acordo com os grupos de
estudo. Todos os valores diferiram significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de significancia.

Teste Qualidade do Ambiente Salde dos animais
FN-PE VIT-ES Sem fibropapiloma Com fibropapiloma
Grupo (G (G2) (G2) (G3)
(n=34) (n=66) (n=66) (n=40)
Microntcleo (%) 1,1+15 92+78 92+78 255+ 8,9
Micronucleo (mil/pL) 56+7,6 60,8 + 52,3 60,8 +52,3 163,8 + 63,2
Hematocrito (%) 31+35 42+45 42+45 40+9,2
Hemécias (mil/pL) 507 + 64 660 + 99 0,660 + 0,099 0,655 + 0,147
Hemoglobina (g/dL) 8,2+0,8 11,3+1,3 11,3+1,3 10,8+ 25
VCM (fL) 604 + 47,3 648 + 88,9 648 + 88,9 621+ 80,4
CHCM (%) 27+1.2 27+ 1,7 27+ 1,7 27+20
Leucécitos (/uL) 7663 + 2493 5219 + 1869 5219 + 1869 3530 + 2495
Heterofilos (/uL) 5693 + 2374 3332 + 1364 3332 + 1364 2242 + 1654
Linfocitos (/uL) 582 + 363 1075 + 465 1075 + 465 659 + 511
Monécitos (/L) 957 + 397 669 + 379 669 + 379 443 + 353
Eosindfilos (/uL) 419 + 370 140 + 147 140 + 147 181 + 212
Basofilos (/pL) 12+ 18 3+11 3+11 5+11
Trombocitos (/L) 18962 + 6533 10761 + 4237 10761 + 4237 10107 + 3409

Valores em negrito ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis, p<0,05
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5.4. Teste da presenca do DNA viral

Para determinacdo da ocorréncia do Chelonid herpesvirus 5 por PCR foram utilizadas
amostras de 40 individuos de Vit-ES, sendo 20 individuos com tumores dos quais obteve-se
DNA de sangue total (EDTA 10%) e de tecido tumoral (grupo G4) e 20 individuos sem
tumores dos quais obteve-se somente DNA a partir de sangue total (grupo G5). Todos 0s
animais estavam sujeitos as mesmas condigdes ambientais, diferindo somente pela afeccéo de

tumores da fibropapilomatose.

Todos os tecidos tumorais coletados foram submetidos a exame histopatolédgico, que
evidenciou um padrdo papilar, com a presenca de melandcitos, hiperplasia epitelial,
hiperqueratose e um halo nuclear, além da hiperplasia moderada de estroma e discariose
(Figura 13), tal como descrito para fibropapilomas de tartarugas verdes capturadas no estado
de S&o Paulo (MATUSHIMA et al. 2001) e no Rio Grande do Sul (RODENBUSCH, 2012).

Dos 20 animais que compdem o grupo G4, todos foram positivos para presenca do
DNA viral nas amostras de tecido tumoral e 2 (10%) foram positivos na PCR das amostras de
sangue total (Figura 14). As reagdes de PCR utilizando as 20 amostras de sangue total
colhidas dos animais do grupo G5 foram negativas para a presenca do DNA viral. Nao foi

detectada amplificacdo em nenhum dos controles negativo.

Figura 12. Corte histolégico do tecido tumoral evidenciando as
alteracGes descritas acima e que caracterizaram o fibropapiloma
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Figura 13. Gel de agarose 3% demonstrando as rea¢tes de PCR para o Chelonid Herpesvirus 5
nas massas tumorais (acima) e no sangue (abaixo) de tartarugas verdes com fibropapilomatose.
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Figura 14. Gel de agarose 3% demonstrando as rea¢fes de PCR negativas para o
Chelonid Herpesvirus 5 no sangue de tartarugas verdes sem fibropapilomatose.

41



6. DISCUSSAO

De acordo com ELSASSER et al. (2000), o estresse é o estado produzido por fatores
que provocam respostas adaptativas no animal frente a alteracdo da funcdo organica normal.
Esse processo estimula a liberacdo de uma variedade de hormonios pela glandula adrenal,
sendo utilizados em situacdes de diferentes niveis de estresse. As catecolaminas, adrenalina e
noradrenalina, sdo liberadas e metabolizadas imediatamente apds a ocorréncia do fator
estressante. Devido a essa particularidade da liberagdo das catecolaminas, o pardmetro mais

utilizado para avaliar a resposta ao estresse é o cortisol (BARTON e IWAMA, 1991).

Fatores como idade, disponibilidade de alimento, estado geral de saude e método de
captura podem influenciar na producéo e liberacdo de adrenalina e cortisol (GONZALEZ,
2006). SWIMMER (2000) afirma que os valores bioquimicos plasmaticos podem sofrer
influéncia de fatores ambientais, inclusive. A amostra utilizada no presente estudo nao foi
influenciada pela idade, pois todos os individuos dos trés grupos experimentais eram juvenis,
de acordo com os critérios estabelecidos por HIRTH (1997), ou seja, comprimento curvilineo
de carapaca (CCC) menor que 73,5 cm. A disponibilidade de alimento também ndo parece ser
um fator que influenciaria a producdo de cortisol, uma vez que HORTA et al. (2001) ja
haviam comparado que a comunidade de algas apresentavam composicGes semelhantes nos

dois locais de captura utilizados em nosso estudo.
6.1. Resposta ao estresse de captura

Para se investigar a resposta primaria ao estresse, em decorréncia do susto ou fuga
provocados pelo método de captura, foram comparados os niveis do cortisol entre 0s grupos
Gl e G2, que se caracterizam por individuos sem desenvolvimento de tumores da
fibropapilomatose, sujeitos a pressdes pelo processo de captura e manuseio distintos.
Observou-se que os niveis de cortisol dos individuos do grupo G1 séo significativamente
maiores que 0s do grupo G2, sugerindo que o método de captura pode ter influenciado na

resposta do cortisol plasmatico.

GREENBERG e WINGFIELD (1987) e JESSOP et al. (2004) afirmam que diferentes
métodos de captura podem desencadear estresse em tartarugas-de-pente juvenis (E.
imbricata), causando alteracdes fisiologicas como o aumento dos niveis plasmaticos de
cortisol. Os mesmos autores afirmam ainda que, assim como na grande maioria das espécies

expostas a agentes estressores, 0 eixo hipotdlamo-hipofisario-adrenal da tartaruga-de-pente é
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ativado pelo estresse de captura, resultando na secrecdo de glicocorticdides, incluindo
cortisol. As alteracOes impostas pela liberacdo de cortisol sdo em geral denominadas como
resposta ao estresse (DE MOFFARTS et al., 2007; THOMSON e HEITHAUS, 2014).

Em outro estudo, GREGORY et al. (1996) monitoraram os niveis plasmaticos de
cortisol em tartarugas cabecudas (Caretta caretta) capturadas em redes e mantidas por até 6
horas cativas, observando que apds 1 hora do inicio da captura houve elevacdo significativa
dos niveis de cortisol no sangue com pico 3 horas apds a contengdo e queda dos niveis apds 6

horas do inicio do experimento.

No entanto, TYRELL e CREE (1998) relatam que, ao contrario da maioria dos outros
répteis, os niveis médios de cortisol plasmatico liberados no plasma e provocado pelo estresse
durante o procedimento de captura de tartarugas-de-pente juvenis foi relativamente baixa,
sendo inferior a 15 ng/ml, porém, ndo informando qual foi o método de captura utilizado.
Nossos dados revelaram valores de cortisol abaixo de 10 ng/ml, com média de 4,6 + 3,7 ng/ml
para o grupo G2, submetido a baixo estresse de captura, comparado com média de 28,0 + 28,2
ng/ml para o grupo G1, com altos niveis de estresse, valores médios aproximadamente cinco
vezes superiores ao valor médio do nivel do cortisol no grupo G1. Valores acima de 20 ng/ml
de cortisol sdo compativeis a grupo com alto estresse, como verificado no grupo G1, nao

sendo verificados valores intermediarios de cortisol no grupo G1.

Os valores encontrados nos animais do grupo G1 quando comparados ao grupo G2,
sdo compativeis com os achados de GREGORY et al. (1996) e com o fenémeno de elevacéo
plasmatica do cortisol em resposta ao estresse intenso ou de longa duracdo associado ao

método de captura.

Hormdnios adrenocorticais e catecolaminas estimulam metabolismo anaerdbio,
elevando a frequéncia cardiaca e 0 metabolismo do glicogénio por aumento da glicogendlise e
gliconeogénese (ALKINDI et al., 2008; LABRADA-MARTAGON et al., 2013). Embora ha
décadas ja esteja bem estabelecido na literatura que o aumento na atividade do eixo
hipotaldamico-hipofisario-adrenal de humanos submetidos ao estresse seja proporcional a
intensidade do mesmo, sdo raros os estudos com modelos animais que se preocupam com a
identificacdo e a intensidade do estresse agudo ou crénico e sua consequente resposta. Além
disso, faltam na literatura trabalhos associando a sensibilidade de diferentes biomarcadores de
estresse em distintas intensidades (CONTARTEZE et al., 2007).
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O cortisol € um hormdnio hiperglicémico, ou seja, pode causar uma elevacdo da
glicose plasmatica cujo papel é proporcionar energia para a fuga ou enfrentamento de uma
situacdo adversa (WENDELAAR BONGA, 1997), sendo uma resposta comum ao estresse
(MCKEEVER, 2002; MCGOWAN, 2008; LABRADA-MARTAGON et al., 2013). No
entanto, os niveis plasmaticos de glicose tém poucas varia¢fes, em funcdo dos mecanismos
homeostaticos eficientes do organismo, os quais envolvem o controle enddcrino por parte da
insulina e do glucagon sobre o glicogénio e glicocorticoides sobre a gliconeogénese
(GONZALEZ, 2006). A glicemia de répteis sadios varia de acordo com a espécie, 0 estado
nutricional, as condi¢des ambientais e o estresse (PRIETO-TORRES et al., 2013). De acordo
com POTTINGER et al.(2000), a hiperglicemia €, em geral, observada em animais expostos a
algum tipo de estimulo adverso, entretanto, ndo se sabe ao certo em quanto tempo ocorreria

um pico de glicose, apds um estimulo de estresse, para tartarugas marinhas.

Quando comparamos 0s valores obtidos de glicose entre os grupos Gl e G2,
verificamos que o grupo G1 apresentou menores valores de glicose. Considerando que o
aumento de glicose, estimulado pela agdo hiperglicémica do cortisol (GONZALEZ, 2006) é
uma resposta rapida ao estresse, e que em casos de prolongamento do efeito estressor, 0s
niveis de glicose tendem a recuperar os valores normais, em funcdo da homeostase
(MAZEAUD et al., 1977), os dados de niveis de glicose para o grupo G1 parecem estar de

acordo com esse fendmeno.

Além disso, 0 maior desgaste energético durante o processo de captura pode explicar
esses valores menores de glicose no grupo G1, concordante com um panorama de relacao
inversamente proporcional entre o nivel de cortisol e de glicose no caso do grupo G1, em que
héa alto nivel de estresse prolongado pela captura. Observamos assim, a perseguicao ativa por
periodos médios superiores a 60 minutos contribuem para utilizacdo da glicose plasmatica

disponivel, concordando com os achados descritos por GREGORY et al. (1996).

Segundo ANDERSON et al. (2012), alem da glicose plasmatica, outro bom indicador
para resposta ao estresse € o lactato plasmatico, pois indica o acumulo de acido lactico
decorrente do aumento do exercicio fisico a medida que os individuos sdo expostos a um
agente estressor. O lactato é um produto do metabolismo dos glicideos, sendo o produto final
da glicose anaerdbica. Na presenca suficiente de oxigénio e uma moderada taxa de glicdlise, o
acido piravico entra no ciclo de Krebs, gerando CO, e H,O. Em condi¢des em que o acido

piravico é produzido em uma quantidade maior da que consiga utilizar, ou quando ocorre
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condicdo de anaerobiose, o &cido pirivico é convertido em &cido lactico (GONZALEZ,
2006). Em condig¢des normais, a maioria do lactato é produzido pelos eritrocitos, mas durante
atividade fisica intensa, 0 musculo produz grandes quantidades de lactato, devido a condicéo
insuficiente de oxigenacao do musculo nessas situacdes (DELESALLE et al., 2007; PRICE et
al., 2013).

Nossos dados mostram que o grupo G1 apresentou valores médios de lactato
plasmaético significativamente mais elevados (11,0 + 4,0 mmol/L) em relacdo ao grupo G2
(5,8 + 4,4 mmol/L), compativeis com um panorama em que desgaste muscular e energético
ocasionado pela fuga durante a captura, caracteriza uma forma de estresse, gerando um
aumento do metabolismo anaerdbico e consequentemente um aumento na producdo de

lactato.

Os niveis de lactato aumentados em G1 estdo correlacionados com 0s niveis
aumentados de cortisol, concordando com LESSA (2003), que afirmou que o lactato atua
como estimulador da secrecdo de cortisol, e assim, aumentados com condicGes de estresse.
Além disso, os valores altos de lactato em G1 estdo de acordo com a proposta de que a
perseguicdo excessiva durante a captura levaria a uma situacdo de alta fadiga, falta de
oxigénio e impossibilidade de compensacdo da respiracdo, gerando acimulo do lactato na

circulagdo, como mencionado por TRALL et al., (2004).

Geralmente, as tartarugas marinhas tendem a realizar mergulhos dentro de seus limites
aerobios e, provavelmente, s6 utilizar o metabolismo anaerdbico sob coacdo (BOSTROM e
JONES, 2007). ALKINDI et al. (2008) verificaram que as concentracfes plasmaticas de
lactato foram significativamente maiores no pos-nidificacdo de tartarugas capturadas,
concluindo que é mais provavel que as tartarugas estressadas dependem de respiracao

anaerobica que resulta no aumento dos niveis de lactato.
6.2.Resposta ao estresse na presenca da fibropapilomatose

Para se investigar a resposta ao estresse em condi¢cfes de saude alterada representada
pelo desenvolvimento de tumores decorrentes da fibropapilomatose, comparamos os valores
plasmaticos do cortisol, lactato e glicose entre os individuos que sofreram 0s mesmos niveis
de estresse de captura, com auséncia (grupo G2) e presenca de tumores da fibropapilomatose
(grupo G3).

Os valores de cortisol e lactato entre os individuos dos grupos G2 e G3 mostraram-se
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significativamente maiores em G3 do que em G2, em valores médios cerca de 4 vezes
maiores para o cortisol, e um terco maior do lactato. Os niveis de glicose ndo foram

significativamente distintos.

O estresse ocasionado pela localizacdo das massas tumorais nos animais com
fibropapilomas no grupo G3 poderia estar associado a dificulta de sua estabilidade corporal de
nidificacdo, aumentando o desgaste muscular e energético, caracterizando, dessa forma, em
metabolismo anaeroébico, resultando em valores aumentados de cortisol e lactato, como
observado no grupo G3. Nossos dados estdo de acordo com a proposta de TRALL et al.,
(2004) de que a situacao de alta fadiga em decorréncia de debilidade fisica, associada a falta
de oxigénio e impossibilidade de compensacgdo da respiracdo, gerando acimulo do lactato na

circulacéo.

Da mesma forma, quando comparados, os individuos do grupo G3 apresentaram niveis
mais elevados de cortisol plasmatico quando comparados aos do grupo G2, apesar de terem
sido capturados de forma semelhante. Dada a correlagdo positiva da presenca do papiloma
com o aumento dos valores de lactato e cortisol, acreditamos que o estresse da doenca reflete

em um desgaste energético e pode ser o0 agente causador do estresse.

De acordo com AGUIRRE et al. (1995) e MOORE e JESSOP (2003), o estado de
salde ou doenca em individuos pode alterar a sensibilidade da resposta a agentes estressores,
aumentando a liberacdo de hormonios adrenocorticais em répteis. Segundo 0s mesmos
autores, tartarugas verdes (C. mydas) portadoras de fibropapilomatose grave e lagartos (S.
occidentalis) infectados com malaria aumentaram os niveis plasmaticos de cortisol de forma

semelhante ao aumento provocado apos o estresse de captura de individuos saudaveis.

Quando comparados os valores plasmaticos de cortisol e lactato entre os grupos G1 e
G3, ndo se observou diferenca significativa entre esses niveis, embora 0s agentes estressores
tenham sido distintos, sugerindo que a resposta primaria ao estresse agudo provocado pelo
método de coleta € equivalente a resposta terciaria ao estresse decorrente de um estado de
saude debilitado crénico nessa regido de Vitoria, ES. Os niveis de glicose entre G1 e G3 néo
sdo diferentes, correspondendo a uma situagdo em que a glicose esta compativel a um cenério
de homeostase decorrente do agente estressor ser cronico e lento, ou seja, uma situacéo de

estresse prolongado decorrente da presenca da fibropapilomatose.

A fibropapilomatose € uma doenca debilitante, que pode provocar a morte em
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tartarugas marinhas principalmente da espécie Chelonia mydas, representando uma
importante ameaca a esta espécie (ROSSI, 2007). Os tumores podem provocar emaciagéo,
inabilidade de natagcdo e locomogéo, impedir a apreensdo de alimentos, dificultar a fuga de
predadores e também prejudicar a respiracdo (AGUIRRE e LUTZ, 2004). Nossos dados séo
concordantes com 0s pressupostos por Rossi (2007), pois os individuos afetados pelos

tumores estéo sujeitos a condicdes altas de estresse prolongado.
6.3. Resposta ao estresse em diferentes condi¢bes ambientais

Outro componente passivel de analise de resposta ao estresse é a condi¢cdo ambiental a
gue os animais submetidos ao grupo G1 e grupos G2+G3 estdo sujeitos. A presenca da
fibropapilomatose tem sido o componente discrepante entre os grupos, pois 100% dos
individuos de Fernando de Noronha (PE) ndo apresentam sinais de fibropapilomatose,

enquanto que 37,6% dos animais de Vitdria (ES) sdo acometidos pela doenca.

SANTOS et al. (2010) estudaram a relacédo entre a fibropapilomatose e a qualidade do
ambiente nas mesmas areas do nosso trabalho e afirmaram que a alta prevaléncia da
fibropapilomatose, a baixa qualidade do habitat, e baixa diversidade de algas na area do
efluente siderargico, contrastam com a auséncia da doenca e habitat de boa qualidade
encontrada na area de preservacdo do parque nacional marinho de Fernando de Noronha.
Estes achados véao de encontro com a hipétese de relacdo entre a degradacdo do habitat e a
presenca da fibropapilomatose proposta por HERBST (1994) e HERBST e KLEIN (1995).

A localidade utilizada em Vitdria (ES) é o efluente final da Siderargica Arcelor Mittal
Tubardo, no qual da vazdo para dgua captada do mar em um ponto mais ao norte e € utilizada
para arrefecimento nas unidades operacionais da industria, além de receber esgoto doméstico
de aproximadamente 7.000 pessoas e esgoto industrial, ap6s tratamento (TOREZANI et al.,
2009). A alta temperatura da agua e a riqueza de matéria organica favorecem o crescimento
de algas e a aglomeracdo de tartarugas marinhas nessa localidade.

De acordo com SANTOS et al. (2010), a predominancia de algas oportunistas de
rapido crescimento no efluente sidertrgico podem ter um impacto nutricional sobre as
tartarugas verdes durante a fase benténica. Os autores afirmam ainda, que isso pode definir o
cenario para a exposicdo crdnica a contaminantes bioacumulados em algas ou a falta de
nutrientes essenciais que poderia aumentar a susceptibilidade ou agravar o desenvolvimento

da fibropapilomatose. Embora outros fatores como a imunossupressdo estejam fortemente
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correlacionadas com o aparecimento da doenca em selvagens tartarugas verdes (WORK et al.,
2001), o impacto nutricional como fatores que contribuem para o aparecimento da
fibropapilomatose ndo foi explorado, e merece uma investigacdo mais aprofundada (SANTOS
et al., 2010).

Os nossos dados de ocorréncia da doenca na populacdo (37,6%) sdo inferiores aos
encontrados por SANTOS et al. (2010) na mesma localidade (58,3%), no entanto, sao
superiores aos encontrados por BAPTISTOTTE (2007) que encontrou 15,4% dos animais
portadores da doenca ao longo do litoral brasileiro, entre os estados de Santa Catarina e

Ceara.

AGUIRRE (1998) acompanhou a presenca das tartarugas verdes no estado da Flérida
desde 1975. O autor observou que, no inicio da década de 70, ndo existiam evidéncias da
doenca, mas que no final da década ja havia alguns animais com a enfermidade. Durante o
ano de 1985, a fibropapilomatose foi encontrada em 29% de 145 tartarugas analisadas. No
periodo de 1989 a 1996, a prevaléncia da doenca subiu para 44% e, no ano de 1997, 63% das
tartarugas examinadas apresentavam os tumores. Além do aumento na incidéncia da doenca, o
autor também observou que a espécie Chelonia mydas foi a mais afetada e que 17% dos
animais doentes apresentavam tumores na cavidade oral. De acordo com o autor, as
manifestacdes clinicas da enfermidade podem variar em funcdo do numero e da localizacéo
dos tumores e do grau de comprometimento organico. Geralmente, as tartarugas com
fibropapilomatose apresentam-se debilitadas, com caquexia (perda de peso) e dificuldade de
flutuacéo.

Em contrapartida, a localidade utilizada em Fernando de Noronha (PE) é uma Area de
Protecdo Ambiental, protegida por lei e é considerada de baixo impacto antrépico e livre de
poluigdo (SANTOS et al., 2006). Até o presente momento ndo foram encontrados dados na

literatura de animais, juvenis ou adultos, portadores da fibropapilomatose nessa localidade.

Segundo ENE et al. (2005), a prevaléncia da fibropapilomatose é maior em ambientes
marinhos que sofrem com o impacto da atividade antrdpica. Assim, a epidemiologia da
fibropapilomatose pode ser utilizada como ferramenta para o monitoramento da saude de
ecossistemas marinhos em habitats proximos da costa (AGUIRRE e LUTZ, 2004). Os niveis
de lactato e cortisol observados no presente estudo sdo compativeis com niveis de alto

estresse e de condicGes anaerdbicas em tartarugas com fibropapilomatose (grupo G3).
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A temperatura da agua, como um fator estressante que pudesse desencadear a
fibropapilomatose, foi estudada por HAINES e KLEESE (1977). Neste estudo eles
comprovaram que tartarugas submetidas a um aumento gradual de temperatura de 25°C a
30°C e subsequiente permanéncia a 30°C; e tartarugas submetidas a um aumento abrupto de
temperatura de 25°C a 30°C apresentaram uma diminuicdo do tempo de apresentacdo dos
sinais clinicos e aumento da severidade das lesGes tumorais, enquanto que tartarugas que
foram submetidas a um aumento gradual de temperatura de 25°C para 30°C e subsequente
diminuicdo gradual de temperatura a 25°C mostraram sinais e lesdes semelhantes aos

controles.
6.4. Teste de micronucleo e hemograma em funcéo da caracteristica do ambiente

O papel dos poluentes quimicos na salde das tartarugas marinhas é desconhecido. Mas
é importante entender o risco das contaminacfes para salde e funcdes imunoldgicas das
tartarugas porque esses efeitos podem gerar impacto na sobrevivéncia de suas populacdes
(DAY et al., 2007). Muitos poluentes quimicos persistem nos tecidos das tartarugas podendo
acumular durante o tempo, por isso, esses poluentes podem alcangar niveis toxicos em
espécies de longa vida e ocupar altos niveis troficos da cadeia alimentar marinha (MEYERS-
SHONE e WALTON, 1994).

A concentracdo de metais pesados representa um risco e geralmente nessas espécies €
determinada pela exposi¢cdo ambiental (GARDNER et al., 2006), mas pode variar dependendo
de fatores bioldgicos tais como idade, sexo, habitos de migracdo. O mercdrio foi identificado
como uma das ameacas ambientais mais sérias para o bem estar dos animais selvagens nos
Estados Unidos da América (FACEMIRE et al. 1995; ANDERSON et al., 2012). BALAZS e
POOLEY (1991) sugeriu que a contaminacdo do ambiente é um fator que contribui o
desenvolvimento da fibropapilomatose nas tartarugas por reduzir as fun¢ées imunes. ACHE et
al. (2000) relataram mais de 70% da prevaléncia desta doenca na Flérida, e esses ambientes

estavam com elevados niveis de mercurio.

Por possuir habitos herbivoros, a tartaruga verde se alimenta de microalgas,
principalmente Thalassia testudinum. Algas tém a capacidade de acumular varios metais, com
cargas milhares de vezes superiores que a concentragio da agua marinha (CARPENE et al.,
1995). WHELAN et al. (2005) encontraram uma alta concentracdo de cobre e manganés no
tecido foliar da T. testudinum. Além da composicdo da dieta a idade também contribui para o
acumulo de metais em tecidos (ANDREANI, 2008).
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Apesar do potencial genotoxico dos efluentes lancados no ambiente aquético, de
acordo com HOUK (1992), apenas 2,5% dos estudos utilizam animais in vivo para avaliagdo
do risco genotoxico dessas misturas complexas, sendo bem restritos 0s que examinam 0S

efeitos genotoxicos da exposicao direta de peixes a efluentes sob condi¢des laboratoriais.

A genotoxicidade de efluentes de diversas origens tem sido atestada através da
inducdo na frequéncia de micronucleos em ceélulas de peixes. Em condi¢Bes de bioensaio
foram avaliados efluentes da industria de papel e celulose (MARIA et al., 2003), indUstria
téxtil (CAVAS e ERGENE-GOZUKARA, 2003), residuos de refinaria de petroleo e
processamento de cromo (CAVAS e ERGENE-GOZUKARA, 2005), efluentes industriais e
urbanos (CAVAS e ERGENE-GOZUKARA, 2003), e in situ, foram avaliadas regides
fortemente impactadas por residuos agricolas, urbanos (ERGENE et al., 2007) e industriais
(GUILHERME et al., 2008).

Apesar de ndo ter sido feito um estudo de concentracdo de metais pesados na agua ou
na composicao das algas, nossos resultados evidenciaram uma ocorréncia superior a 10 vezes
a taxa de micronucleos nos individuos de Vitoria, ES quando comparados os animais de
Fernando de Noronha, PE. Esses dados sugerem que a caracteristica e qualidade da agua
podem interferir na acdo da quebra cromossdmica dos eritrocitos dos animais, ocasionando

um aumento na ocorréncia de micronudcleos eritrocitarios.

Os animais de VIT-ES (G2 e G3), apresentaram maior numero de eritrocitos
micronucleados (60.800 + 52.300/uL e 163800 + 63.200/pL, respectivamente) quando
comparados aos animais de FN-PE (5.600 + 7,600/uL), concordando com SILVA e
NEPOMUCENO (2010), que afirma que existe uma correlacdo entre agentes genotdxicos e a
taxa de micronucleos em eritrocitos periféricos. No entanto, ndo foi foco do presente estudo
determinar quais seriam as possiveis substancias genotoxicas que poderiam influenciar no

aumento do nimero de eritrocitos micronucleados.

Em estudos com pacientes humanos a avaliagdo dos micronucleos é um instrumento
atil também no monitoramento de individuos expostos a agentes genotdxicos de natureza
ocupacional ou ambiental (SARTO, 1987). Individuos expostos ao formaldeido (TITENKO-
HOLLAND, 1996), a hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (KARAHALIL, 1999) e
operadores de bombas de postos de combustiveis em contato com metanol (GATTAS, 2001)
mostraram aumento do numero de micronucleos nas células bucais esfoliadas. CHEN (2006)

demonstrou haver uma relagéo direta no aumento da frequéncia de micronucleos e dos niveis
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de 0z6nio em residentes de cidades com variacdo sazonal na proporcao atmosférica deste gas.

Alguns estudos encontraram frequéncias elevadas de micronucleos em eritrécitos de
peixes (Oreochromis niloticus) que habitam locais poluidos (MATSUMOTO et al., 2006), e
na avaliagdo de efluentes industriais (CAVAS e ERGENE-GOZUKARA, 2003) ou que sio

expostos a diferentes quimicos.

Em relacdo aos eritrograma e plaquetometria, os menores valores obtidos sdo de
animais do FN-PE em comparacdo aos dados da amostra de VIT-ES, apesar disso, estdo de
acordo com o intervalo de referéncia proposto por SANTOS et al. (2009) para a espécie no
mesmo local de captura. Nos resultados obtidos no leucograma, os animais do grupo G1 (FN-
PE) apresentam diferengas significativas com os de VIT-ES, no entanto, apesar das diferencas
encontradas nos animais de FN-PE, os valores do eritrograma, plaquetometria, leucocitos
totais, heterofilos, monocitos e eosindfilos, também estdo de acordo com o intervalo de
referéncia proposto por SANTOS et al. (2009) e ANDERSON et al. (2012) para a espécie.
Ainda no G1, os animais apresentaram menores valores de linfocitos (582 + 363/uL), em
relacdo ao G2 (1075 + 465/uL), estando compativel com o efeito produzido pelo estresse pelo

método de captura nessa area, que envolveu perseguicao continua.
6.5. Teste de micronucleo e hemograma em funcéo da presenca de fibropapilomas

Nossos dados revelam ocorréncia de fibropapiloma em 37,3% dos individuos
coletados na area VIT-ES. Esses dados sdo inferiores aos 44,1% encontrados por SANTOS et
al. (2005), para coletas realizadas no periodo de junho de 2001 a julho de 2004, na mesma
localidade. Entretanto, nossos dados sao superiores daqueles observados por BAPTISTOTTE
(2007) que avaliou outras &reas do litoral brasileiro entre Santa Catarina e o Ceara, com indice
de 15,4% dos individuos. N&o h& registro na literatura de presenga de fibropapiloma em

exemplares de FN-PE.

Quando comparados os dois grupos da area VIT-ES, a maior ocorréncia de
micronucleos em eritrécitos ocorreu em animais portadores da fibropapilomatose (grupo G3:
164.000 + 63.000/pL), estando de acordo com o descrito por FENECH et al. (2002) que
afirma que ha relacdo entre a taxa de micronucleos e o desenvolvimento de neoplasias, sendo
apoiada por observacGes, tais como, maior frequéncia de eritrocitos micronucleados em

individuos que apresentam predisposicao ao cancer.

O céncer é uma doencga genética de etiologia multifatorial, que estdo principalmente
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relacionadas a uma classe especial de genes chamados de genes do céncer ou proto-
oncogenes. Os oncogenes normalmente desempenham fungdes celulares basicas, em geral
relacionadas a regulacdo da multiplicacdo celular. Entretanto, varios tipos de eventos podem
transformar um proto-oncogene em oncogene, estado no qual ele promove as duas principais
caracteristicas do cancer: multiplicacdo celular descontrolada, levando a um crescimento
excessivo de um grupo celular e desenvolvimento do tumor primario e a dispersao de células
tumorais pelo corpo, um processo denominado metéastase. Uma das principais formas pelas
quais 0s proto-oncogenes podem ser transformados em seu estado causador de cancer
(oncogénico) € pela mutacdo que ocorre em um proto-oncogene de uma Unica célula, que
entdo sofre varias multiplicacGes celulares para formar um tumor. Como todas as células do
tumor possuem o oncogene, pode-se concluir que um tumor é um clone mutante. Por isto, 0

cancer é tido como uma doenca predominantemente genética (GRIFFITHS et al., 1998).

Assim, a formacdo de micronucleos na divisdo celular, resultante da quebra de
cromossomos devido ao ndo-reparo ou ao reparo incorreto de lesdes do DNA ou a incorreta
segregacao por causa de mal funcionamento do ciclo mitdtico, sdo eventos que podem ser
induzidos por um estresse oxidativo, exposicdo aos clastogenos, defeitos genéticos no ciclo
celular e/ou nos genes de reparo do DNA, como também deficiéncias em nutrientes exigidos
como cofatores no metabolismo do DNA e no maquinario de segregacdo cromossémica
(FENECH, 2005; BONASSI et al., 2007). Todos esses eventos podem causar a formacao de
micronucleos por rearranjos cromossémicos, expressdes génicas alteradas ou aneuploidia, 0s
quais sdo efeitos associados com fendtipo de instabilidade cromossémica frequentemente
presente no cancer (FENECH, 2002).

Em estudos com humanos, alguns autores buscaram relacionar a ocorréncia de
micronudcleos com o risco para desenvolvimento ou recorréncia de carcinomas de boca.
RAMIREZ e SALDANHAYV (2002) observaram aumento da frequéncia de micronucleos nas
células bucais esfoliadas da mucosa adjacente a carcinomas de pacientes alcoolistas quando
comparados aos da mucosa clinicamente normal do sitio contralateral ou aos da mucosa
gengivo-labial. BLOCHING (2000) e CASARTELLI (2000) tiveram achados similares em
raspados de carcinomas quando comparados a lesbes pré-malignas e nessas quando
comparadas a mucosa normal. Ndo foram encontrados na literatura dados referentes a
frequéncia de eritrocitos micronucleados em animais de ambientes aquaticos ou terrestres, e

relacionando com o potencial carcinogénico.
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FENECH et al. (2005) apontam que a utilizacdo da técnica dos micronucleo em
celulas de diferentes tecidos é um campo promissor, mas chamam a atencdo para necessidade
da padronizacdo dos protocolos, da comparagdo dos resultados de diferentes laboratérios e do
estudo desse fenémeno nos diferentes tecidos, a fim de que sejam encontradas as fontes da

variabilidade dos resultados.

Dentro deste contexto, CHEQUER (2008) afirma que é clara a importancia do estudo
do potencial mutagénico dos diversos compostos aos quais 0s organismos podem se expor,
entretanto, destaca que um evento mutagénico nao necessariamente leva ao desenvolvimento
do céancer, porém, a deteccdo da atividade mutagénica € um importante indicio para a

avaliacdo do risco a doenga.

Os programas de conservacdo de tartarugas marinhas tém se voltado cada vez mais
para 0 monitoramento da salde das populacdes, devido ao risco imposto pela
fibropapilomatose cutanea, enfermidade mais importante como ameaca a conservacao das
tartarugas marinhas (AGUIRRE e LUTZ, 2004). Neste contexto, a determinacéo de valores
hematimétricos tem sido utilizada como ferramenta de avaliagdo da salde dos animais
(JACOBSON, 1998; AGUIRRE e BALAZS, 2000). Estudos hematoldgicos comparativos de
animais doentes e sadios podem gerar informacdes importantes para 0 manejo e conservacao
das espécies (AGUIRRE e LUTZ, 2004).

Em relacdo ao eritrograma, plaquetometria e mondcitos, os menores valores obtidos
sdo de animais do G3 (portadores de fibropapilomas) quando comparados aos valores de G2
(ndo portadores de tumores), porém, nao apresentando diferenca significativa quando
comparados. Apesar disso, todos os valores obtidos para essas analises, em todos 0s grupos,
se encontram de acordo com o intervalo de referéncia proposto por ANDERSON et al. (2011)

para a espécie.

Nos resultados obtidos no leucograma (Tabela 3), os animais do grupo G3
apresentaram os menores valores de leucocitos totais, heterofilos, linfocitos, eosindfilos e
basofilos quando comparados ao G2, demonstrado um comprometimento imunologico.
NORTON et al. (1990) e CRAY et al. (2001) realizaram estudos com tartarugas verdes
acometidas pela fibropapilomatose e evidenciaram que esses animais apresentavam
leucocitose, heterofilia e linfopenia. Resultados similares foram obtidos por WORK e
BALAZS (1999), que observaram uma diminui¢do progressiva de linfocitos e um aumento
progressivo de heterdfilos conforme o aumento da gravidade da doenca. Nesses estudos,
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monacitos, eosinofilos e basofilos apresentaram poucas variagfes. Além disso, a heterofilia e

a linfopenia foram atribuidas ao estresse e imunossupressao causados pela doenga.

BRENES CHAVES et al. (2013) realizaram estudos de hematologia e bioquimica
plasmatica do sangue comparando tartarugas saudaveis e tartarugas com tumores, e
encontraram diferencas significativas apenas em quatro parametros, CHCM, heterdfilos,
linfocitos e mondcitos. No caso do CHCM, o valor médio obtido por esses autores foi
significativamente menor em tartarugas com tumores em comparagdo com tartarugas
saudaveis talvez devido a uma deficiéncia de ferro (hipocromia) ou uma resposta inapropriada
do organismo a uma doenca cronica como a causada pela presenca de fibropapilomas
(AGUIRRE et al., 1995; WORK e BALAZS, 1999). Em nosso estudo, ndo foram observadas
alteracdes nas concentracdes de hemoglobina e CHCM que justifiquem a deficiéncia descrita
acima pelos autores.

BRENES CHAVES et al. (2013) encontraram valores de heterdfilos
significativamente menores em tartarugas com tumores do que em tartarugas saudaveis. Essa
mesma alteracdo foi encontrada em nosso trabalho, porém, nossos dados diferem de outros
estudos sobre tartarugas verdes, no qual um aumento nos valores de heteréfilos foi realmente
encontrado em animais com tumores (AGUIRRE et al., 1995; WORK e BALAZS, 1999).
Segundo Meneses et al. (1993), uma diminuicdo nos valores (heteropenia) poderia ser causada
por processos inflamatdrios cronicos, devido a uma ma resposta do sistema imunoldgico.

No presente estudo, os animais com fibropapiloma apresentaram diminuicdo dos
valores de linfocitos (linfopenia), concordando com o estudo realizado por BRENES
CHAVES et al. (2013) em tartarugas da espécie Lepidochelys olivacea com e sem tumores. A
mesma alteracdo foi encontrada em outros estudos sobre as tartarugas verdes com
fibropapilloma (AGUIRRE et al., 1995; ANDERSON et al., 2012) e pode estar associada a
uma supressdo do sistema imunoldgico associado com as fases iniciais de infeccbes virais
(MENESES et al., 1993; ANDERSON et al., 2012; BRENES CHAVES et al., 2013).

De acordo com 0 WORK e BALAZS (1999) tartarugas verdes com fibropapiloma
podem apresentar valores aumentados de mondcitos (monocitose) como uma resposta a
cronicidade do processo infeccioso ou qualquer outra estimulacdo imunogénica. No entanto,
de acordo com AGUIRRE et al. (1995) e BRENES CHAVES et al. (2013) a diminuicéo ou
auséncia de monacitos pode ser um achado normal em tartarugas com tumores. Os valores de
monaocitos encontrados em nosso estudo nédo diferiram significativamente entre animais com e

sem tumores.
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As andlises bioquimicas e hormonais em animais com e sem fibropapilomatose de
Vitdria/ES evidenciaram que as alteracdes dos niveis de cortisol e lactato dos individuos com
fibropapilomatose sdo comparéveis aquelas alteracGes decorrentes de estresse intenso devido
ao processo de captura, sugerindo que as alteracdes da fibropapilomatose devem representar
um estresse alto e prolongado nesses individuos, com sinais de alto gasto energético. Quando
comparamos os dados de linfécitos da amostra de Vitdria/ES sem papilomatose (G2) com a
amostra de fernanda do Noronha/PA (G2) que foram submetidos a um processo de estresse de
captura alto e rapido, observamos que os valores médios do grupo G1 também sédo reduzidos,
ndo diferindo significativamente dos valores observados no grupo de Vitéria/ES com
papilomatose (G3), concordando com os achados de WORK e BALAZS (1999) de que o
estresse contribui para a linfopenia.

Ainda, podemos sugerir, pelos nosso achados, que as alteracdes bioquimicas dos
niveis do cortisol provocadas por um estresse rapido (captura) ou prolongado (presenca de
doenca), sdo equivalentes entre si. O cortisol, em condi¢cdo de estresse, induz a diminuicao
dos linfécitos circulantes (linfopenia), ocorrendo principalmente por linfélise das células T
sensiveis aos corticosteroides e por marginacdo ou sequestro dos linfocitos em locais
extravasculares (JAIN, 1993; FLINT et al., 2010; THRALL et al.,, 2012), fato esse que
explica a auséncia de diferenca significativa para os valores de linfocitos entre os grupos G1 e
G3.

Em relacdo ao estresse, o cortisol pode estimular uma elevacdo moderada do nimero
de heterdfilos circulantes (heterofilia), variando conforme a espécie. A heterofilia é causada
principalmente pelo aumento na liberacéo de heteréfilos da medula 6ssea, mas também ocorre
devido a menor migracdo dos heterofilos da circulagdo para os tecidos, assim como a
diminuicdo da aderéncia dos heterdfilos, com consequente desvio do pool marginal para o
pool circulante (FARVER, 2008; FERRANDO, 2010; THRALL et al., 2012). Esse fato foi
observado no grupo G1 (animais saudaveis), mas ndo foi observado no G3 (animais com
fibropapilomatose), indicando que apesar de se manifestar pela presenca de tumores cutaneos
benignos, a doenga pode apresentar formas verrucosas, de tamanho variavel e muitas vezes
ulcerado (MASCARENHAS e IVERSON, 2008). Os tumores ulcerados podem causar
infeccOes bacterianas secundarias e a consequente bacteremia (AGUIRRE e LUTZ, 2004),
que inicialmente causa leucocitose com aumento de heteréfilos e em quadros mais crénicos
causa um consumo excessivo dessas células levando a diminuicdo do numero circulante,

fendmeno esse compativel com o observado nos animais com fibropapilomas (G3) no
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presente estudo.

6.6. PCR das amostras de sangue e tecido tumoral

O padrao de propagacao de fibropapilomatose é a de uma doenca infecciosa (HERBST
et al., 1995). Um herpesvirus foi identificado em 100% de tumores induzidos por inoculagao
de infiltrados de células de tumor (ENE et al.,, 2005) e 95% de infeccbes naturais
(QUACKENBUSH et al., 2001). No entanto, a doenca parece ter um caracter multifatorial,
uma vez que a presenca de ectoparasitas (GREENBLATT et al., 2004), a poluicdo ambiental
(TOREZANI et al., 2009 e SANTOS et al., 2010), ingestdo de macroalgas (VAN HOUTAN
et al.,, 2010) bem como a temperatura da agua (HAINES e KLEESE, 1977) parecem

influenciar a ocorréncia da doenca.

Os herpesvirus sdo associados com varias enfermidades de tartarugas marinhas
incluindo a doenca dos pulmdes-olhos-traquéias (Lung-eye-trachea disease), a "doenca da
mancha cinza" (Gray patch disease) e a fibropapilomatose (CURRY et al., 2000; STACY et
al., 2008). Das seis variantes de herpesvirus que acometem as tartarugas, o Chelonid

herpesvirus 5 é o virus associado a fibropapilomatose (DAVIDSON et al., 2009).

A hipétese de que o herpesvirus seja 0 agente etioldgico da doenga também tem sido
constatada pelos resultados obtidos em inquéritos sorolégicos de animais doentes
(COBERLEY et al, 2002). HERBST et al. (1998) desenvolveram um ensaio
imunoenzimatico para detectar anticorpos 7S especificos contra a glicoproteina H do
Chelonid herpesvirus 5, apds a expressdo em um baculovirus. A monitoria soroldgica de
animais negativos e experimentalmente infectados apresentou 100% de especificidade,
embora o0 tempo necessario para a soroconversao de muitos animais tenha sido extenso.
Apesar da baixa sensibilidade deste teste, os dados de monitoramento soroldégico com
tartarugas procedentes da Fldorida (USA) indicaram uma prevaléncia de 80%. Inquéritos
epidemioldgicos apontam diferencas genéticas entre as cepas de herpesvirus isoladas em
diversas areas geograficas (GREENBLATT et al., 2005; ENE et al., 2005).

Embora todas as amostras de tecido tumoral dos animais do grupo G4 tenham
resultado como positivo para a presenga do DNA do Chelonid herpesvirus 5, somente 10%
dessas amostras mostrarm-se positivo a partir do DNA do sangue total, indicando que o DNA

viral esta restrito a locais onde ha o desenvolvimento tumoral. Estudos prévios ja haviam
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detectado tracos do DNA de herpesvirus em fibropapilomas de tartarugas verdes, tartarugas
cabecudas e tartarugas oliva no Havai, Florida e Costa Rica (QUACKENBUSH et al., 2001).
Por outro lado, a expresséo do gene do DNA polimerase ndo foi detectada em fibropapilomas,
sugerindo que a infeccdo € predominantemente latente nos tumores, semelhante ao que ocorre
com o herpesvirus humano 8 nas lesdes de sarcoma de Kaposi ou do gallid herpesvirus 2
causador da doenca de Marek das galinhas (GREENBLATT et al., 2004).

PAGE-KARJAN et al. (2012) avaliaram a ocorréncia de Chelonid fibropapilloma
associated herpesvirus em tumores de tartarugas marinhas. Dos 34 tumores, apenas um néo
obteve resultado positivo na PCR para o virus, resultando em 97,2 % de positividade dos
tumores analisados. Nossos resultados sdo comparaveis ao autor e a outros estudos que
descreveram o uso da técnica de PCR para detectar o DNA do herpesvirus em tecidos
tumorais. O DNA do Chelonid fibropapilloma associated herpesvirus foi detectado em 100%
e 95,7 % dos tumores analisados a partir de tartarugas verdes no Hawaii e na Florida,
respectivamente (LACKOVICH et al., 1999; LU et al., 2000).

PAGE-KARJAN et al. (2012) realizaram um estudo para detectar a presenca do DNA
do Chelonid fibropapilloma associated herpesvirus em tecido obtido por biopsia de pele de
tartarugas com e sem tumores. Os autores descobriram que varias amostras de pele saudavel
obtidas de tartarugas com tumor foram positivas na PCR. Das 21 bidpsias de pele saudavel
em animais que tiveram tumores em outros locais, 47,6% foram positivas. O resultado desses
autores concordam com os relatos de LU et al. (2000) e QUACKENBUSH et al. (1998) que
documentam a presenca de DNA do herpesvirus na pele saudavel de tartarugas verdes com
tumores no Hawai, sendo que 57,1% e 93,3% das amostras de pele foram positivas,
respectivamente. Na Australia, amostras de pele saudavel de tartarugas verdes com tumores
apresentaram 45,5% de positividade na PCR quantitativa (QUACKENBUSH et al., 2001).

O DNA do Chelonid herpesvirus ja foi detectado em alguns tecidos, tais como 0s
tumores cutaneos (fibropapilomas), tumores nos pulmdes, superficies serosas e mucosas no
esofago, laringe e traqueia (fibromas), tecido cicatricial onde um tumor (fibropapiloma) foi
previamente removido, e tecidos ndo tumorais de pele, pulmdes, rins, coracdo, baco, figado,
cérebro, tecido periorbital, conjuntiva, ovario, testiculo, da lingua, da vesicula biliar, intestino
e bexiga (HERBST et al., 1999; LACKOVICH et al., 1999; QUACKENBUSH et al., 2001;
HERBST et al., 2004; KANG et al., 2008; PAGE-KARJAN et al., 2012).
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O DNA do Chelonid fibropapilloma associated herpesvirus também ja foi detectado
em biopsia de pele de tartarugas sem qualquer tumor aparente. Em estudo realizado por
PAGE-KARJAN et al. (2012), 105 tartarugas saudaveis foram capturados e biopsiadas, e
32,4% foram positivos para o virus na PCR. Estes resultados sdo semelhantes aos relatados
em outras partes do mundo. Em outro estudo, amostras de pele de 14 tartarugas verdes
saudaveis na Australia, obtiveram 21,4% de positividade para o virus por PCR quantitativo
(QUACKENBUSH et al., 2001). Contudo, esses resultados também sdo contraditérios com
alguns outros relatos publicados. Em um estudo sobre tartarugas verdes sem tumores
encalhadas na Florida, todas as amostras de pele foram negativas nha PCR (LACKOVICH et
al., 1999). Em outros dois estudos realizados em tartarugas verdes no Hawai, todas as
amostras de pele de tartarugas verdes normais foram negativas na PCR (LU et al., 2000;
QUACKENBUSH et al., 1998).

A circulagdo do virus na corrente sanguinea de tartarugas foi confirmada por MONEZI
et al. (2006), ao analisarem 16 amostras de sangue e tumor de tartarugas na base de Ubatuba
do Projeto TAMAR-ICMBIo. Nesse estudo, foi realizado a PCR a partir de sangue extraido
do seio venoso cervical e de tumores extraidos cirurgicamente e detectado o herpesvirus em
pelo menos um tipo de amostra em 11 animais, sendo que 8 amostras de tumores e 4 de
sangue foram positivas. Entretanto, ndo foi utilizado um primer especifico na PCR para o
Chelonid fibropapilloma associated herpesvirus, descrito por QUACKENBUSH et al., (2001)
e confirmado na PCR de tumores por RODENBUSCH (2012). Além disso, nunca foi
realizado um estudo maior para correlacionar o virus encontrado nos tumores e no sangue.

A consistente associacdo deste virus com tumores, seja através de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) ou demonstrado através de hibridizacdo in situ, bem como o
desenvolvimento da doenca utilizando extratos de células de tumores em animais de cativeiro,
resultaram em um vinculo associativo causal comumente percebido (QUACKENBUSH et al.,
2001; HERBST et al., 2004; KANG et al., 2008; PAGE-KARJAN et al., 2012). No entanto, o
virus tem mostrado estar presente, sorologicamente ou através de técnicas de biologia
molecular, em alguns animais normais. Isso levanta a possibilidade de que existem fatores
adicionais, sejam eles ecoldgicos, imunolégicos ou microbianos, envolvidos no
desenvolvimento da doenga (PAGE-KARJAN et al., 2012).

Através de sequenciamento de segmentos do genoma viral de diferentes tartarugas de
vida-livre foi determinada a existéncia de 5,6% de diversidade em sequéncias de nucleotideos

e em funcdo de taxas de mutacOes previstas, conclui-se que pelo menos quatro linhagens
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conduzem a uma variante do Chelonid herpesvirus 5 que divergiu milhdes de anos atras
(RODENBUSCH, 2012). Portanto, o aparecimento de surtos de fibropapilomatose é pouco
provavel que seja devido a mutacbes do virus, pois é improvavel que essas mutages tenham
ocorrido nas quatro linhagens (GREENBLASTT et al., 2005). Segundo ENE et al. (2005), é
mais provavel que as mudancas no ambiente ou fatores ecoldgicos que afetam a transmissao

do virus ou da expressao da doenca expliquem o recente aumento da prevaléncia da doenca.

Sabendo-se que a excisdo de um fragmento do tumor ou a bidpsia cutanea de um
tecido saudavel sdo considerados métodos invasivos e relativamente dolorosos, necessitando
inclusive de anestesia prévia, essa etapa do nosso estudo objetivou a detec¢do do Chelonid
fibropapilloma associated herpesvirus no sangue circulante de tartarugas verdes com e sem
tumores da fibropapilomatose, para obter um método menos invasivo de deteccdo do virus e
consequentemente viabilizar com mais seguranca os estudos de ocorréncia do agente viral,
sem riscos de disseminacdo. No entanto, a técnica de PCR foi bem sucedido em amplificar o
virus de tumores, porém ndo se obteve 0 mesmo éxito com as amostras de sangue, tanto em
animais com fibropapilomatose quanto em animais sem a doenca.

As diferencas nestes varios estudos ndo sdo facilmente explicados. Segundo PAGE-
KARJAN et al. (2012), algumas variagdes naturais podem ser esperado com base nas mais
diferentes regides geograficas, genética populacional e condi¢cbes ambientais em em geral.

Por fim, a avaliagcdo de biomarcadores em tartarugas marinhas podem representar um
importante passo na conservacdo das espécies, uma vez que 0sS mesmos podem antecipar
alteracbes em grupos de animais em determinadas regides, auxiliando programas de
biomonitoramento. O uso de um conjunto de biomarcadores tem se mostrado mais eficaz que
a avaliacdo de apenas um indicador (FREIRE et al., 2008).

Os mesmos autores ainda relatam, que para um bom resultado de monitoramento é
importante que sejam pré-determinados quais biomarcadores serdo utilizados e também qual
espécie sera utlizada, levando em consideracao as particularidades da area em estudo além das
caracteristicas inerentes de cada biomarcador e da espécie sentinela. Ainda, o uso de
biomarcadores em avaliagbes de ambientes aquaticos é fortemente recomendado para que se
possa produzir dados confidveis que possibilitardo a implementacdo de medidas adequadas

para a protecdo e/ou recuperacao dos ecossistemas aquaticos.
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7. CONCLUSAO

Determinar o estado fisiologico através de exames laboratoriais de uma espécie
ameacada de extingdo como a da tartaruga verde (Chelonia mydas) é importante para elaborar
planos de conservacdo apropriados, principalmente no que diz respeito a atencao a saude dos
animais. No mundo, sdo poucos os relatos publicados de parametros laboratoriais para

avaliagdo do metabolismo ou condi¢do geral de salde para tartarugas marinhas.

Podemos concluir que, em tartarugas marinhas, os valores elevados de cortisol e
lactato observados sdo compativeis com o fenbmeno induzido pelo estresse, seja durante a
captura dos animais (estresse intenso e agudo) ou ocasionado pela presenca do fibropapiloma
(estresse cronico e prolongado). Os niveis de cortisol e de lactato podem ser utilizados como
biomarcador de estresse e devem ser sempre avaliados em conjunto. As alteragdes
bioquimicas dos niveis do cortisol e lactato, provocadas por um estresse rapido (captura) ou
prolongado (presenca de doenca), sdo equivalentes entre si. Os niveis de cortisol e de lactato
sdo bons marcadores de resposta ao estresse e se mostram significativamente diferentes. A
glicose ndo é um bom marcador para se avaliar resposta ao estresse rapido ou prolongado. A
falta de informacdes sobre niveis basais de cortisol e lactato em animais ndo estressados € um
problema comum em estudos de estresse em tartarugas marinhas, particularmente quando se
comparam respostas de estresse com diferentes componentes. Para tanto, utilizar a referéncia
de valores para grupos com baixo ou nenhum estresse pode ser a solugdo para se avaliar as
respostas bioguimicas ao estresse, ja que mesmo em baixos niveis de estresse esses dois
marcadores ja mostram alteracGes significativas. Os valores de cortisol aumentaram
significativamente em meédia 5 vezes mais nos individuos submetidos a estresse agudo e
rapido e 4 vezes nos individuos submetidos a estresse cronico e prolongado (acima de 20
ng/ml), enquanto que o lactato aumentou em 50% nos individuos submetidos a estresse agudo

e rapido e 33% vezes nos individuos submetidos a estresse cronico e prolongado.

Os programas de conservacdo de tartarugas marinhas tém se voltado cada vez mais
para 0 monitoramento da salde das populagdes, devido ao risco imposto pela
fibropapilomatose cuténea, enfermidade mais importante como ameaga a conservagdo destes
animais. Neste contexto, a determinacdo de valores hematoldgicos e testes de genotoxicidade
tém sido utilizados como ferramentas de avaliagdo da saude, comparando animais doentes e
sadios e gerando informagfes importantes para 0 manejo e conservacdo das espécies. Os

testes de genotoxicidade incluem diversas metodologias, e representam uma importante parte
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da pesquisa para avaliagdo da toxicidade celular e identificar o potencial carcinogénico, e
consequentemente proteger o material genético do individuo. Alguns autores enfatizam a
necessidade de testes rapidos e confiaveis que detectem essa genotoxicidade e, dessa forma, o
teste do micronucleo encontrou seu lugar em biomonitoramento, como um teste que oferece
um procedimento técnico facil, rapido e de baixo custo. Nesse contexto, podemos concluir
ainda, que animais de ambientes altamente alterados, assim como com a presenca de
fibropapilomatose apresentaram maior ocorréncia de microndcleos eritrocitérios, podendo o
teste de microndcleo eritrocitario ser sugerido como um bom marcador de alteracdo ambiental
e carcinogénica. Ainda nesse contexto, a avaliacdo hematimétrica de tartarugas-verde pode
auxiliar na interpretacdo do estado fisioldgico dos animais e deve ser realizado em conjunto
com teste de microndcleo eritrocitario, sendo importante, verificar as alteracGes

hematimétricas decorrente do estresse ou infec¢bes bacterianas secundarias.

A partir do resultado alcancado nas analises moleculares, podemos sugerir que uma
andlise quantitativa do DNA viral no sangue circulante, via PCR em tempo real, pode ser o
préximo passo para estabelecer se a viremia é realmente constante nos animais acometidos

pela fibropapilomatose.
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ANEXO |

DADOS BRUTOS POR GRUPO (G1, G2 E G3) DOS NIVEIS PLASMATICOS DE
GLICOSE, LACTATO E CORTISOL.

G1 - GRUPO DE ANIMAIS DE FERNANDO DE NORONHA/PE

Glicose Lactato Lactato Cortisol
Identificagdo | Tumores (mg/dL) (mg/dL) (mmol/L) (ng/mL)
Animal 1 Né&o 68,6 37,4 4,2 28,0
Animal 2 Néo 68,6 22,1 2,5 11,7
Animal 3 Nao 72,8 170,6 18,9 10,7
Animal 4 Né&o 40,7 1354 15,0 23,4
Animal 5 Né&o 62,7 152,0 16,9 109,8
Animal 6 Né&o 31,7 55,9 6,2 9,9
Animal 7 Né&o 50,1 118,7 13,2 8,3
Animal 8 Nao 65,7 128,5 14,3 39,8
Animal 9 Nao 66,4 25,5 2,8 39
Animal 10 Nao 69,5 148,9 16,5 10,3
Animal 11 Né&o 56,6 128,0 14,2 141
Animal 12 Né&o 51,4 102,6 11,4 16,9
Animal 13 Né&o 67,3 122,6 13,6 4,2
Animal 14 Né&o 64,3 105,6 11,7 23,0
Animal 15 Nao 60,8 92,6 10,3 449
Animal 16 Né&o 53,0 91,3 10,1 15,7
Animal 17 Néo 58,5 131,4 14,6 53,2
Animal 18 Né&o 82,5 85,1 9,4 55,2
Animal 19 Né&o 71,2 123,6 13,7 2,2
Animal 20 Né&o 43,0 103,6 11,5 5,0
Animal 21 Né&o 67,6 55,5 6,2 51,8
Animal 22 Né&o 67,6 128,9 14,3 38,9
Animal 23 Né&o 79,3 98,7 11,0 115,6
Animal 24 Né&o 60,8 57,7 6,4 7,8
Animal 25 Né&o 63,7 78,0 8,7 7,3
Animal 26 Nao 45,3 89,6 9,9 31,3
Animal 27 Né&o 56,3 87,7 9,7 0,2
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Animal 28 Nao 70,9 98,5 10,9 19,8
Animal 29 Nao 58,5 79,3 8,8 74,4
Animal 30 Nao 45,9 86,6 9,6 16,9
Animal 31 Nao 61,8 153,1 17,0 15,0
Animal 32 Néo 59,2 119,3 13,2 45,8
Animal 33 Néo 55,3 98,2 10,9 331
Animal 34 Né&o 30,7 69,5 7,7 4,5

MEDIA - 59,7 99,5 11,0 28,0
DESVIO - 12,1 36,2 4,0 28,2

G2 - GRUPO DE ANIMAIS DE VITORIA/ES SEM PAPILOMA
Glicose Lactato Lactato Cortisol
Identificacdo | Tumores (mg/dL) (mg/dL) (mmol/L) (ng/mL)

Animal 1 Néo 80,6 16,9 19 5,38
Animal 2 Néo 65,4 9,5 11 5,73
Animal 3 Nao 85,1 74,8 8,3 5,05
Animal 4 Néo 62,7 154,9 17,2 10,82
Animal 5 Néo 71,1 18,6 2,1 0,46
Animal 6 Né&o 85,1 18,4 2,0 1,62
Animal 7 Néo 66,6 125,0 13,9 5,29
Animal 8 Néo 85,1 94,3 10,5 7,55
Animal 9 Néo 63,1 58,7 6,5 5,88
Animal 10 Néo 92,8 160,3 17,8 8,61
Animal 11 Néo 77,3 23,9 2,7 7,62
Animal 12 Né&o 82,7 36,3 4,0 11,79
Animal 13 Né&o 86,7 162,3 18,0 1,28
Animal 14 Né&o 73,9 18,4 2,0 7,43
Animal 15 Néo 73,1 100,9 11,2 9,80
Animal 16 Néo 82,9 99,4 11,0 9,90
Animal 17 Néo 87,3 59 0,7 6,16
Animal 18 Néo 65,1 18,9 2,1 2,33
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Animal 19 Né&o 47,5 74,8 8,3 6,38
Animal 20 Néo 68,6 74,9 8,3 3,79
Animal 21 Néo 71,8 119,4 13,3 3,23
Animal 22 Nao 77,7 79,5 8,8 2,93
Animal 23 Nao 57,3 29,7 33 1,59
Animal 24 Néo 73,6 22,8 2,5 2,02
Animal 25 Né&o 73,9 7,7 0,9 2,07
Animal 26 Néo 65,4 245 2,7 0,10
Animal 27 Néo 67,3 30,2 3,4 6,48
Animal 28 Néo 66,4 18,4 2,0 5,04
Animal 29 Néo 73,9 23,4 2,6 1,14
Animal 30 Néo 65,4 59,4 6,6 0,55
Animal 31 Nao 64,8 6,3 0,7 0,62
Animal 32 Néo 65,4 37,1 41 1,96
Animal 33 Néo 61,8 58,9 6,5 0,59
Animal 34 Néo 76,1 32,5 3,6 1,16
Animal 35 Néo 92,4 24,3 2,7 0,94
Animal 36 Néo 83,9 70,6 7,8 7,53
Animal 37 Néo 81,5 36,1 4,0 4,01
Animal 38 Néo 57,0 38,1 4.2 2,63
Animal 39 Nao 73,1 120,0 13,3 6,43
Animal 40 Nao 84,9 32,1 3,6 1,16
Animal 41 Nao 65,8 6,5 0,7 6,74
Animal 42 Nao 65,1 57,9 6,4 0,97
Animal 43 Néo 68,5 49,7 55 7,15
Animal 44 Néo 56,4 34,9 3,9 0,10
Animal 45 Néo 66,2 81,2 9,0 9,00
Animal 46 Néo 66,2 59,4 6,6 5,64
Animal 47 Néo 66,7 37,2 41 7,01
Animal 48 Néo 64,5 40,7 4,5 2,51
Animal 49 Néo 60,0 35,0 39 0,69
Animal 50 Né&o 55,1 106,9 11,9 1,66
Animal 51 Néo 72,1 19,8 2,2 10,83
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Animal 52 Né&o 62,7 9,4 1,0 5,34
Animal 53 Néo 80,9 31,3 3,5 20,15
Animal 54 Néo 53,6 454 50 3,93
Animal 55 Nao 715 60,5 6,7 10,36
Animal 56 Néo 53,8 39,8 4,4 5,90
Animal 57 Néo 84,3 28,1 3,1 2,25
Animal 58 Néo 76,7 151 1,7 2,67
Animal 59 Nao 90,3 29,5 33 3,76
Animal 60 Néo 82,4 77,3 8,6 3,10
Animal 61 Néo 85,6 121,1 13,4 4,21
Animal 62 Néo 67,9 76,4 8,5 4,26
Animal 63 Nao 64,2 34,6 38 1,61
Animal 64 Néo 66,7 24,6 2,7 1,64
Animal 65 Néo 84,2 23,2 2,6 2,77
Animal 66 Nao 55,1 110,9 12,3 1,80
MEDIA - 71,6 52,6 5,8 4,6
DESVIO - 10,7 40,0 4,4 3,7
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G3 - GRUPO DE ANIMAIS DE VITORIA/ES COM FIBROPAPILOMA

Glicose Lactato Lactato Cortisol
Identificacdo | Tumores (mg/dL) (mg/dL) (mmol/L) (ng/mL)

Animal 1 Sim 67,6 112,2 12,5 34,3
Animal 2 Sim 66,2 124,0 13,8 27,7
Animal 3 Sim 70,2 88,6 9,8 14,6
Animal 4 Sim 67,7 99,2 11,0 28,9
Animal 5 Sim 63,6 84,4 9,4 12,7
Animal 6 Sim 68,6 1125 12,5 339
Animal 7 Sim 55,6 123,6 13,7 36,3
Animal 8 Sim 65,7 78,9 8,8 23,4
Animal 9 Sim 66,2 88,2 9,8 23,2
Animal 10 Sim 68,6 77,5 8,6 14,2
Animal 11 Sim 66,9 88,9 9,9 13,9
Animal 12 Sim 67,0 45,6 51 10,2
Animal 13 Sim 64,5 141,2 15,7 32

Animal 14 Sim 68,5 1015 11,3 22,6
Animal 15 Sim 88,8 55,8 6,2 9,5
Animal 16 Sim 67,8 53,6 59 12,7
Animal 17 Sim 81,9 87,6 9,7 19,2
Animal 18 Sim 77,3 89,4 9,9 14,3
Animal 19 Sim 72,2 123,4 13,7 35,6
Animal 20 Sim 79,7 63,4 7,0 24,3
Animal 21 Sim 68,9 24,2 2,7 22,3
Animal 22 Sim 67,2 42,2 4,7 12,3
Animal 23 Sim 71,1 83,6 9,3 13,3
Animal 24 Sim 76,8 128,2 14,2 30,2
Animal 25 Sim 83,3 55,7 6,2 9,2

Animal 26 Sim 72,3 34,5 3,8 12,2
Animal 27 Sim 86,6 101,2 11,2 25,5
Animal 28 Sim 71,0 78,8 8,7 11,2
Animal 29 Sim 68,9 108,1 12,0 36,2
Animal 30 Sim 66,7 80,3 8,9 19,2
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Animal 31 Sim 85,0 109,2 12,1 27,7
Animal 32 Sim 67,2 75,8 8,4 9,7
Animal 33 Sim 68,2 28,9 3,2 22,1
Animal 34 Sim 84,5 66,8 74 39,5
Animal 35 Sim 73,5 69,8 7,7 31,9
Animal 36 Sim 82,7 69,6 7,7 17,0
Animal 37 Sim 60,9 80,3 8,9 80,8
Animal 38 Sim 64,8 24,9 2,8 8,08
Animal 39 Sim 81,5 30,6 3,4 10,5
Animal 40 Sim 65,8 37,5 4,2 18,5
MEDIA - 71,5 79,2 8,8 22,5
DESVIO - 1,7 31,0 3.4 13,2
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ANEXO 11

DADOS BRUTOS POR GRUPO (G1, G2 E G3) DOS PARAMETROS HEMATIMETRICOS E TESTE DE MICRONUCLEO ERITROCITARIO

G1 - GRUPO DE ANIMAIS DE FERNANDO DE NORONHA/PE

Identificacio VG Hemaécias Hemog. | VCM | CHCM | Leucdcito | Heterdfilo | Linfocito | Mondcito | Eosindfilo | Basofilo | Trombdcito | Microntcleo | Micronucleo

(%) | (x107pL) | (g/dL) (fL) | (%) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (%) (fuL)
Animal 1 34 0,540 9,4 630 28 10500 8000 340 1200 950 10 9500 0,5% 0,0027
Animal 2 28 0,450 7,9 622 28 12850 10450 345 1608 447 0 10500 1,0% 0,0045
Animal 3 30 0,523 7,7 574 26 16200 14500 420 1150 130 0 12000 0,0% 0,0000
Animal 4 30 0,49 8,5 612 28 8500 6500 850 1050 100 0 24500 1,0% 0,0049
Animal 5 28 0,478 7,6 586 27 7800 6000 580 1100 120 0 12000 2,0% 0,0096
Animal 6 30 0,567 8,0 529 27 10200 7800 2000 340 40 20 12500 0,0% 0,0000
Animal 7 29 0,499 8,0 581 28 5600 4000 870 640 90 0 20400 1,0% 0,0050
Animal 8 32 0,563 9,2 568 29 7800 4500 560 1250 1450 40 28500 0,0% 0,0000
Animal 9 27 0,512 7,9 527 29 8200 6000 600 980 570 50 24500 2,0% 0,0102
Animal 10 31 0,519 8,7 597 28 7500 5600 230 1200 470 0 18400 1,0% 0,0052
Animal 11 35 0,561 9,0 624 26 10200 8200 423 1520 57 0 12800 0,0% 0,0000
Animal 12 32 0,612 8,1 523 25 5000 3400 520 980 100 0 28000 0,5% 0,0031
Animal 13 32 0,514 8,2 623 26 5400 3650 650 660 400 40 25600 2,0% 0,0103
Animal 14 31 0,556 8,8 558 28 8000 4600 780 1250 1350 20 24500 0,5% 0,0028
Animal 15 26 0,423 7,4 615 28 4500 3800 360 300 40 0 20800 2,0% 0,0085
Animal 16 38 0,623 9,9 610 26 3500 2400 335 550 215 0 32000 1,0% 0,0062
Animal 17 31 0,561 8,2 553 26 6300 3450 450 1650 700 50 23800 0,0% 0,0000
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Animal 18 33 0,488 8,7 676 26 7800 5000 660 1350 750 40 25600 0,0% 0,0000
Animal 19 25 0,453 6,7 552 27 8400 6400 780 880 340 0 28000 0,5% 0,0023
Animal 20 31 0,561 7,8 553 25 8500 6500 1400 350 250 0 21000 0,5% 0,0028
Animal 21 32 0,471 8,7 679 27 6700 4800 1200 550 130 20 18500 0,0% 0,0000
Animal 22 38 0,666 9,8 571 26 8300 6700 250 980 360 10 14500 1,0% 0,0067
Animal 23 27 0,416 7,8 649 29 7200 6000 340 540 300 20 16700 1,0% 0,0042
G1 - GRUPO DE ANIMAIS DE FERNANDO DE NORONHA/PE
Identificacao VG Hemsélcias Hemog. | VCM | CHCM | Leucécito | Heteréfilo | Linfécito | Mondcito | Eosinéfilo | Basofilo | Trombdcito | Micronlcleo | Microndcleo

(%) | (x10°/uL) (9/dL) (fL)y | (%) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (%) (/uL)

Animal 24 30 0,451 7,8 665 26 7200 5800 480 650 270 0 18400 3,0% 0,0135
Animal 25 31 0,461 8,3 672 27 4500 2500 630 780 580 10 21000 0,0% 0,0000
Animal 26 31 0,499 8,4 621 27 8200 5500 700 1450 550 0 21800 1,0% 0,0050
Animal 27 29 0,489 7,9 593 27 7500 5000 550 1250 640 60 17500 2,0% 0,0098
Animal 28 30 0,523 8,0 574 27 8000 6400 240 1150 210 0 9500 8,0% 0,0418
Animal 29 27 0,423 7,9 638 29 7500 5600 420 1300 180 0 10500 3,0% 0,0127
Animal 30 31 0,534 8,0 581 26 4500 3800 380 150 170 0 12800 0,5% 0,0027
Animal 31 27 0,423 71 638 26 10000 8500 200 950 330 20 28000 0,0% 0,0000
Animal 32 39 0,569 10,2 685 26 5400 3800 430 860 300 10 17300 2,0% 0,0114
Animal 33 24 0,412 6,5 583 27 6000 4550 480 560 410 0 12800 1,0% 0,0041
Animal 34 29 0,423 8,0 686 28 6800 3850 340 1350 1260 0 10500 0,0% 0,0000
MEDIA 31 0,507 8,2 604 27 7663 5693 582 957 419 12 18962 0,01 0,0056
DESVIO 3,5 0,064 0,8 47,3 1,2 2493,1 2374,0 362,9 396,8 369,8 17,9 6533,4 0,01 0,0076
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G2 - GRUPO DE ANIMAIS DE VITORIA/ES SEM PAPILOMA

Identificacéo VG Hemeécias Hemog. | VCM | CHCM | Leucocitos | Heterdfilos | Linfocitos | Mondcitos | Eosindfilos | Basofilos | Trombécitos | Microntcleo | Micronucleo

(%) | (x107uL) | (g/dL) | (fL) (%) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (%) (fuL)
Animal 1 44 0,740 12,8 595 29 3560 2200 250 900 210 0 12000 3% 0,022
Animal 2 40 0,620 11,0 645 28 4750 3800 750 200 0 0 8500 6% 0,037
Animal 3 35 0,470 9,5 745 27 6000 4500 850 500 150 0 7000 2% 0,009
Animal 4 44 0,560 11,0 786 25 5600 3800 600 800 380 20 12000 8% 0,045
Animal 5 44 0,450 11,5 978 26 3500 2400 560 500 40 0 11000 3% 0,014
Animal 6 46 0,810 12,2 568 27 2500 1300 850 350 0 0 9500 1% 0,008
Animal 7 42 0,604 10,3 695 25 6000 3250 580 1800 350 20 8500 3% 0,018
Animal 8 40 0,770 10,0 519 25 5250 3500 1200 500 50 0 8800 22% 0,169
Animal 9 40 0,635 10,8 630 27 2200 1100 890 210 0 0 12500 15% 0,095
Animal 10 44 0,740 12,8 595 29 3250 1340 1100 600 210 0 18400 33% 0,244
Animal 11 40 0,620 11,0 645 28 4750 3050 1240 400 60 0 8500 3% 0,019
Animal 12 35 0,470 9,4 745 27 6000 2800 2100 800 280 20 9000 5% 0,024
Animal 13 36 0,645 10,3 558 29 9250 6500 2400 340 10 0 12000 9% 0,058
Animal 14 | 45 0,845 11,7 533 26 3750 1400 1850 480 20 0 10500 12% 0,101
Animal 15 44 0,670 11,0 657 25 2500 1200 850 400 50 0 5600 11% 0,074
Animal 16 44 0,650 11,5 677 26 3500 2000 950 400 150 0 6400 5% 0,033
Animal 17 46 0,810 12,2 568 27 3500 2100 1050 340 10 0 8000 8% 0,065
Animal 18 42 0,605 10,3 694 25 4500 2800 800 800 100 0 5300 8% 0,048
Animal 19 38 0,505 10,4 752 27 4250 3100 940 210 0 0 6400 6% 0,030
Animal 20 | 44 0,695 11,1 633 25 4750 2800 900 590 400 60 8200 2% 0,014
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Animal 21 37 0,610 9,3 607 25 7500 4300 1200 1450 550 0 10400 1% 0,006
Animal 22 35 0,605 9,5 579 27 5250 3000 950 1100 200 0 10200 3% 0,018
Animal 23 45 0,630 12,3 714 27 4000 2800 850 350 0 0 14000 9% 0,057
Animal 24 39 0,865 10,0 451 26 9000 6500 1250 1000 250 0 7500 12% 0,104
G2 - GRUPO DE ANIMAIS DE VITORIA/ES SEM PAPILOMA
Identificagao VG Heméécias Hemog. | VCM | CHCM | Leucocitos | Heterdfilos | Linfocitos | Mondcitos | Eosindéfilos | Basofilos | Trombécitos | Microntcleo | Micronucleo

(%) | (x10°/uL) | (g/dL) | (fL) (%) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (%) (/uL)
Animal 25 | 42 0,745 10,7 564 25 5750 3400 1200 1000 150 0 13000 10% 0,075
Animal 26 48 0,640 13,0 750 27 5500 4200 1050 250 0 0 8800 4% 0,026
Animal 27 43 0,735 12,6 585 29 6500 3000 2100 1300 100 0 9500 4% 0,029
Animal 28 | 46 0,605 11,7 760 25 6550 3200 1980 1000 370 0 9000 21% 0,127
Animal 29 44 0,770 12,4 571 28 3000 2000 750 250 0 0 5600 8% 0,062
Animal 30 33 0,510 9,8 647 30 4500 2900 980 600 20 0 7500 18% 0,092
Animal 31 46 0,615 13,6 748 30 3750 2700 650 350 50 0 8000 4% 0,025
Animal 32 42 0,680 10,9 618 26 6000 3000 1200 1500 300 0 10400 2% 0,014
Animal 33 37 0,621 8,8 596 24 4750 2500 850 1200 200 0 8000 32% 0,199
Animal 34 | 42 0,810 10,0 519 24 3750 3000 450 300 0 0 10400 4% 0,032
Animal 35 49 0,630 12,3 778 25 2250 1200 340 650 60 0 7500 3% 0,019
Animal 36 44 0,620 12,7 710 29 5250 3500 1000 750 0 0 6800 2% 0,012
Animal 37 49 0,720 12,9 681 26 6750 4300 1150 1300 0 0 8000 3% 0,022
Animal 38 40 0,570 11,4 702 29 4750 3000 900 800 50 0 11500 8% 0,046
Animal 39 35 0,720 10,3 486 29 6750 5000 450 1000 260 40 15000 22% 0,158
Animal 40 | 44 0,665 12,5 662 28 4500 3200 680 500 120 0 18000 13% 0,086
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Animal 41 48 0,795 131 604 27 6500 4300 1200 900 100 0 20200 4% 0,032
Animal 42 43 0,855 11,4 503 27 7500 4500 1840 1000 160 0 13500 8% 0,068
Animal 43 35 0,525 9,3 667 27 4250 3000 900 300 50 0 18000 8% 0,042
Animal 44 | 40 0,656 10,5 610 26 3250 2500 240 510 0 0 22000 5% 0,033
Animal 45 40 0,650 10,3 615 26 4250 2800 800 650 0 0 18000 33% 0,215
Animal 46 50 0,850 12,3 588 25 3500 2000 850 600 50 0 8000 8% 0,068
Animal 47 27 0,480 7,2 563 27 4250 2600 950 600 100 0 12600 9% 0,043
Animal 48 45 0,710 12,2 634 27 2000 1200 540 260 0 0 22000 12% 0,085
Animal 49 47 0,700 13,7 671 29 11750 8400 2300 1000 50 0 24500 14% 0,098
Animal 50 | 47 0,785 13,5 599 29 6500 4100 1650 750 0 0 12000 4% 0,031
G2 - GRUPO DE ANIMAIS DE VITORIA/ES SEM PAPILOMA
Identificagao VG Hemsélcias Hemog. | VCM | CHCM | Leucoécitos | Heterdfilos | Linfocitos | Mondcitos | Eosindfilos | Basofilos | Trombdcitos | Microntcleo | Microntcleo

(%) | (x10°/uL) | (g/dL) | (fL) (%) (fuL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (%) (/uL)
Animal 51 48 0,605 13,1 793 27 5000 3000 1200 450 350 0 12500 5% 0,030
Animal 52 48 0,745 12,6 644 26 7250 4400 1450 1100 300 0 14500 5% 0,037
Animal 53 44 0,645 10,9 682 25 3250 2300 800 150 0 0 8000 8% 0,052
Animal 54 | 48 0,655 12,7 733 26 4500 3300 860 340 0 0 7500 12% 0,079
Animal 55 40 0,585 121 684 30 4000 2300 1250 450 0 0 8500 18% 0,105
Animal 56 46 0,677 121 679 26 6500 4400 1350 600 150 0 8000 21% 0,142
Animal 57 44 0,564 11,6 780 26 7250 3900 1800 1200 350 0 5600 22% 0,124
Animal 58 40 0,520 10,2 769 26 8000 5000 1450 1000 510 40 8500 2% 0,010
Animal 59 42 0,654 10,7 642 25 8500 5500 1250 1450 300 0 9400 4% 0,026
Animal 60 | 44 0,666 11,6 661 26 6800 5000 1100 400 300 0 10100 4% 0,027
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Animal 61 40 0,745 11,0 537 28 7000 4500 1350 700 450 0 8400 8% 0,060
Animal 62 38 0,655 11,2 580 29 5250 4000 900 190 160 0 10600 3% 0,020
Animal 63 40 0,605 115 661 29 6500 4900 1200 380 20 0 11000 21% 0,127
Animal 64 38 0,595 12,2 639 32 4500 3000 850 500 150 0 12400 10% 0,060
Animal 65 44 0,680 10,8 647 25 6500 4400 1200 650 250 0 6800 3% 0,020
Animal 66 42 0,690 12,0 609 29 4500 3000 950 230 300 20 10400 6% 0,041
MEDIA 42 0,660 11,3 648 27 5219 3332 1075 669 140 3 10761 9% 0,061
DESVIO 4,5 0,099 1,3 88,9 1,7 1869 1364 465 379 147 11 4237 8% 0,052
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G3 - GRUPO DE ANIMAIS DE VITORIA/ES COM PAPILOMA

Identificacio VG Hemeécias Hemog. | VCM | CHCM | Leucdcitos | Heterdfilos | Linfécitos | Mondcitos | Eosindfilos | Basofilos | Trombdécitos | Microndcleo | Microndcleo

(%) | (x10°%uL) | (g/dL) | (fL) (%) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (fuL) (%) (fuL)
Animal 1 47 0,870 13,3 540 28 500 350 100 50 0 0 10500 32% 0,278
Animal 2 44 0,875 10,5 503 24 500 240 160 40 60 0 8500 22% 0,193
Animal 3 47 0,760 121 618 26 1000 550 340 100 10 0 7000 34% 0,258
Animal 4 46 0,675 11,3 681 25 2500 1450 880 150 20 0 5750 12% 0,081
Animal 5 43 0,625 10,6 688 25 3000 2200 500 140 160 0 12250 33% 0,206
Animal 6 42 0,660 12,2 636 29 1500 1000 340 150 10 0 12250 31% 0,205
Animal 7 42 0,845 10,4 497 25 3500 2300 750 300 150 0 3750 8% 0,068
Animal 8 43 0,570 10,9 754 25 2500 1800 300 340 60 0 8250 16% 0,091
Animal 9 21 0,365 51 575 24 5000 3400 650 750 160 40 8000 21% 0,077
Animal 10 44 0,755 12,2 583 28 4500 3200 1000 180 100 20 12250 18% 0,136
Animal 11 40 0,640 9,9 625 25 1250 980 150 120 0 0 12000 33% 0,211
Animal 12 11 0,165 3,0 667 27 7000 4300 1250 1100 350 0 7500 34% 0,056
Animal 13 49 0,740 12,2 662 25 4000 2500 550 900 50 0 4500 32% 0,237
Animal 14 55 0,790 15,0 696 27 1750 950 450 300 50 0 8000 28% 0,221
Animal 15 25 0,530 7,6 472 30 8500 4600 2000 1500 400 0 7000 22% 0,117
Animal 16 43 0,650 12,4 662 29 1750 1050 450 200 50 0 8750 33% 0,215
Animal 17 43 0,670 12,3 642 29 2250 1850 240 100 50 10 15750 18% 0,121
Animal 18 53 0,770 154 688 29 5500 3400 1280 550 250 20 18000 12% 0,092
Animal 19 44 0,750 121 587 28 11750 8400 1850 800 700 0 13750 22% 0,165

86




Animal 20 41 0,875 11,3 469 28 2750 2200 200 280 70 0 12750 31% 0,271
Animal 21 46 0,620 10,7 742 23 3000 1350 650 650 350 0 3250 12% 0,074
Animal 22 52 0,720 12,0 722 23 1500 1100 320 80 0 0 8250 10% 0,072
Animal 23 43 0,735 11,9 585 28 3500 1350 1650 300 180 20 13000 22% 0,162
Animal 24 48 0,725 12,4 662 26 2250 1050 740 380 80 0 17250 28% 0,203
Animal 25 45 0,660 11,4 682 25 3250 2200 450 450 150 0 6000 21% 0,139
Animal 26 48 0,605 12,7 793 26 1750 1080 320 350 0 0 8500 31% 0,188
G3 - GRUPO DE ANIMAIS DE VITORIA/ES COM PAPILOMA
Identificacao VG Hemsélcias Hemog. | VCM | CHCM | Leucécitos | Heterdfilos | Linfécitos | Mondcitos | Eosindfilos | Basofilos | Trombocitos | Microndcleo | Micronucleo

(%) | (x10°/uL) | (g/dL) | (fL) (%) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (fuL) (fuL) (/uL) (%) (/uL)
Animal 27 48 0,845 12,5 568 26 2750 1200 430 750 350 20 10500 22% 0,186
Animal 28 57 0,878 16,1 649 28 1250 880 250 120 0 0 14250 18% 0,158
Animal 29 38 0,605 10,4 628 27 8500 5500 1300 880 800 20 7500 34% 0,206
Animal 30 32 0,640 8,5 500 27 8250 4500 1740 1280 730 0 8250 41% 0,262
Animal 31 38 0,615 10,0 618 26 6450 4500 1230 480 240 0 13000 22% 0,135
Animal 32 33 0,540 8,8 611 27 3450 2800 350 220 80 0 11600 21% 0,113
Animal 33 35 0,450 9,6 778 27 3250 2500 340 380 30 0 8500 44% 0,198
Animal 34 31 0,513 9,0 604 29 2500 1200 350 900 50 0 12250 23% 0,118
Animal 35 31 0,480 8,2 646 26 1800 800 320 340 340 0 11500 18% 0,086
Animal 36 33 0,560 8,8 589 27 4500 3400 430 320 340 10 10540 39% 0,218
Animal 37 34 0,640 8,9 531 26 3000 2100 360 380 160 0 12000 38% 0,243
Animal 38 32 0,560 10,0 571 31 5500 3000 1100 800 560 40 8950 33% 0,185
Animal 39 37 0,677 10,2 547 28 2500 1800 320 280 100 0 10200 22% 0,149
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Animal 40 33 0,565 10,1 584 31 1250 660 250 340 0 0 12500 28% 0,158
MEDIA 40 0,655 10,8 621 27 3530 2242 659 443 181 5 10107 25% 0,164
DESVIO 9,2 0,147 2,5 80,4 2,0 2495 1654 511 353 212 11 3408 9% 0,063
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ANEXO 111

Protocolo de extragdo com solu¢ao salina adaptado por David Vieites - U.C. Berkeley

Solugoes:

— Tampao de extragao™
— ddH20 estéril

— SDS 10%

— Proteinase K 20mg/MI
— NaCl (5M)

— Isopropanol

— Etanol 80%

Procedimentos:
1. Com auxilio de uma pinga e um bisturi, corte o tecido em cima de um Parafilm apoiado em
uma placa de Petri. Use agua sanitaria e alcool para esterilizar a pinga e 0 bisturi cada vez que

trocar de tecido. Adicione o tecido picado a um tubo de 1,5mL.

2. Adicionar a solugao de lise aos tubos (410uL de buffer de extragdo + 80uL SDS 10% +
15uL proteinase K (20u/uL). (opcional: + 2ul. Rnase A). OBS: Se for deixar os tecidos
digerindo overnight, acrescentar apenas 10uL de proteinase K.

3. Incubar a 55°C por aproximadamente 2 horas (vortexar a cada 10 minutos) até a digestdo

do tecido.

4. Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos.
- Transferir o sobrenadante (liquido) para um novo tubo de 1,5mL.
- Adicionar 180uL NaCl (5M).

- Inverter o tubo 50 vezes para homogeneizar. Um precipitado branco sera formado.

Se a coloragdo do precipitado nao for branca, o reagente NaCl esta velho.

5. Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos.

- Transferir o sobrenadante para um novo tubo (manter em um bloco resfriado) e adicionar
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1.000uL de isopropanol gelado;

- Misturar gentilmente.

6. Centrifugar a 13.000 rpm por 7 minutos.
- Descartar sobrenadante.
- Adicionar 250uL etanol 80%.

- Inverter 50 vezes para misturar.

7. Repetir o passo n°6.

8. Centrifugar a 13.000 rpm por 7 minutos.
- Descartar sobrenadante.

- Remover 4lcool completamente no banho a 50-55°C.

9. Ressuspender o DNA em 50-100uL de agua ultrapura ou tampao TE. OBS: Sem pellet
colocar 25uL. Com muito pellet colocar até 200pL.

10. Deixar na geladeira overnight (4°C) para diluir a pellet.

* Tampao (Buffer) de Extragdo (Autoclavar):
— 1M Tris ( pH=8) 0.5mL

—5MNaCl 1.0mL

—0.5M EDTA (pH=8) 1.0mL

— ddH20 estéril 47.5mL

Observagoes: Os reagentes e principios aplicados sdo 0s de Brufordet al. (1992). David

Vieites adequou algumas quantidades, materiais e procedimentos para facilitar a extragao.
BRUFORD, M. W.; HANOTTE, O.; BROOKFIELD, J. F. Y.; BURKE, T. Single-locus and

multilocus DNA fingerprinting. In: Molecular genetic analyses of populations: A Pratical
Approach. HOELZEL, A. R. (Ed.). Oxford: IRL Press, 1992. p. 225-2609.
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ANEXO IV

COLETAS DE SANGUE E TUMOR PARA EXTRAGCAO DE DNA VIRAL

EXTRACAO EXTRACAO

AMOSTRA | IDENTIFICACAO DATA PAPILOMA | DNATUMOR | DNA SANGUE | COMP_CASCO | LARG_CASCO | PESO | COND_CORPORAL | PCRTumor | PCR Sangue
1 T8 VT 136 26/04/13 NAO - SIM 0,626 0,588 30,8 BOA - NEGATIVO
2 137 06/05/13 NAO - SIM 0,398 0,36 6,4 BOA - NEGATIVO
3 138 06/05/13 NAO - SIM 0,345 0,311 4,1 BOA - NEGATIVO
4 144 06/05/13 NAO - SIM 0,487 0,454 14,8 BOA - NEGATIVO
5 146 10/05/13 NAO - SIM 0,433 0,352 7,0 BOA - NEGATIVO
6 147 10/05/13 NAO - SIM 0,468 0,449 11,6 BOA - NEGATIVO
7 148 10/05/13 NAO - SIM 0,354 0,337 5,0 BOA - NEGATIVO
8 149 10/05/13 NAO - SIM 0,347 0,319 4,1 BOA - NEGATIVO
9 151 10/05/13 NAO - SIM 0,393 0,34 6,2 BOA - NEGATIVO
10 152 10/05/13 NAO - SIM 0,490 0,419 13,0 BOA - NEGATIVO
11 153 10/05/13 NAO - SIM 0,396 0,360 6,1 BOA - NEGATIVO
12 154 10/05/13 NAO - SIM 0,311 0,285 2,8 BOA - NEGATIVO
13 155 10/05/13 NAO - SIM 0,426 0,362 7,6 BOA - NEGATIVO
14 159 10/05/13 NAO - SIM 0,519 0,460 15,2 BOA - NEGATIVO
15 162 10/05/13 NAO - SIM BOA - NEGATIVO
16 121 17/05/13 NAO - SIM 0,612 0,567 29,4 BOA - NEGATIVO
17 123 17/05/13 NAO - SIM 0,374 0,345 6,03 BOA - NEGATIVO
18 124 17/05/13 NAO - SIM 0,495 0,471 13,9 BOA - NEGATIVO
19 T4 VT 131 26/04/13 NAO - SIM 0,593 0,552 23,0 BOA - NEGATIVO
20 T1VT127 26/04/13 NAO - SIM 0,388 0,332 6,0 BOA - NEGATIVO
1 T2 VT 129 26/04/13 SIM SIM SIM 0,456 0,408 10,0 BOA POSITIVO POSITIVO
2 T3 VT 130 26/04/13 SIM SIM SIM 0,400 0,353 5,4 BOA POSITIVO POSITIVO
3 T5 VT 132 26/04/13 SIM SIM SIM 0,477 0,443 11,7 BOA POSITIVO NEGATIVO
4 T6 VT133 26/04/13 SIM SIM SIM 0,448 0,396 8,9 BOA POSITIVO NEGATIVO
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5 T7 VT 135 26/04/13 SIM SIM SIM 0,466 0,406 10,9 BOA POSITIVO NEGATIVO
6 139 06/05/13 SIM SIM SIM 0,443 0,385 8,7 BOA POSITIVO NEGATIVO
7 140 06/05/13 SIM SIM SIM 0,399 0,356 6,6 BOA POSITIVO NEGATIVO
8 141 06/05/13 SIM SIM SIM 0,498 0,479 13,7 BOA POSITIVO NEGATIVO
9 142 06/05/13 SIM SIM SIM 0,485 0,436 11,7 BOA POSITIVO NEGATIVO
10 143 06/05/13 SIM SIM SIM 0,384 0,349 5,6 BOA POSITIVO NEGATIVO
11 150 10/05/13 SIM SIM SIM 0,478 0,438 11,2 BOA POSITIVO NEGATIVO
12 156 10/05/13 SIM SIM SIM 0,385 0,339 5,6 BOA POSITIVO NEGATIVO
13 157 10/05/13 SIM SIM SIM 0,525 0,474 15,4 BOA POSITIVO NEGATIVO
14 158 10/05/13 SIM SIM SIM 0,414 0,37 7,3 BOA POSITIVO NEGATIVO
15 160 10/05/13 SIM SIM SIM 0,563 0,512 22,2 BOA POSITIVO NEGATIVO
16 161 10/05/13 SIM SIM SIM BOA POSITIVO NEGATIVO
17 J20 17/05/13 SIM SIM SIM 0,431 0,382 9,5 BOA POSITIVO NEGATIVO
18 J25 17/05/13 SIM SIM SIM 0,462 0,407 10,7 BOA POSITIVO NEGATIVO
19 126 17/05/13 SIM SIM SIM 0,425 0,398 9,4 BOA POSITIVO NEGATIVO
20 127 17/05/13 SIM SIM SIM 0,370 0,330 5,4 BOA POSITIVO NEGATIVO
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