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RESUMO

SANCHEZ-SARMIENTO, A. M. Determinacéo de pesticidas organoclorados em tecidos
de tartarugas-verdes (Chelonia mydas) provenientes da costa sudeste do Brasil: estudo da
ocorréncia em animais com e sem fibropapilomatose. [Determination of organochlorine
pesticides in tissues of green turtles (Chelonia mydas) from the southeastern coast of Brazil:
study of the occurrence in animals with and without fibropapillomatosis]. 2013. 123 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

O aumento das intervencdes antropogénicas, nos ambitos marinho e costeiro representa
grande risco aos ecossistemas de suporte de numerosas populacGes de animais como as
tartarugas marinhas. Desequilibrios no balan¢co ecolégico desses habitats afetam
negativamente a sobrevivéncia de quelénios de longa vida, como a Chelonia mydas,
seriamente ameacada de extin¢do. As ameacas a espécie incluem captura incidental por pesca,
doencas e degradacdo dos habitats de alimentagdo e nidificacdo. Uma das principais doencas é
a fibropapilomatose (FP) ou Green Turtle Fibropapiloma Disease (GTFD), afeccdo tumoral e
de carater infeccioso que acomete predominantemente espécimes juvenis. Numerosas
hipoteses tém surgido a respeito da etiologia da doenca, mas ainda nada € conclusivo.
Contudo existe o consenso de que a etiologia da mesma seja "multifatorial” envolvendo um a-
herpesvirus como agente etioldgico primario e a participacdo de diversos co-fatores genéticos,
nutricionais e ambientais. No Brasil a prevaléncia média de FP en C. mydas varia conforme a
regido, existindo localidades nas quais ndo ha registro da doenca. O aumento da prevaléncia
da FP tem sido implicada a degradacdo dos habitats marinhos, relacionado por sua vez a
contaminantes ambientais como os organoclorados e seus metabo6litos. Estes compostos
caracterizam-se por serem altamente persistentes, bioacumulando e biomagnificando no
ambiente marinho através do tempo. Além disso, sdo conhecidos por causarem indmeros
efeitos na salde, interferindo na imunidade do individuo e favorecendo a manifestagdo de
doengas, inclusive sendo apontados como agentes carcinogénicos. No presente trabalho foi
desenvolvida uma técnica de extracdo e purificacdo baseada no método QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) para monitoramento pela cromatografia gasosa
com captura de elétrons (GC-UECD) dos agrotoxicos clorados: a-BHC, B-BHC, Heptacloro,
Dicofol, a-Endosulfan, B-endosulfan, Sulfato endosulfan, pp' -DDD, op -DDD, pp -DDE, op -
DDE e Mirex nos tecidos adiposo e hepatico de 64 tartarugas-verdes juvenis (Cumprimento
Curvo da Carapaga - CCC = 38,68+5,41cm) acometidas ou nédo pela FP (24 com FP vs. 40

sem FP), espécimes que vieram a Obito por captura incidental em redes de pesca ou foram



encontradas encalhadas nas praias de Ubatuba/SP, Praia Grande/SP e Vitoria/ES. Objetivou-
se esclarecer possiveis correlagdes das suas concentragdes com varidveis como sexo, tamanho
(CCC), indice de condicao corporal (ICC), severidade; indice de fibropapilomatose (FPI) e
escore de fibropapilomatose (FPS) e ocorréncia da doenca em algumas localidades da regido
sudeste do pais com diferentes taxas de prevaléncia da FP, na tentativa de inferir o papel dos
mesmos na patogenia desta afeccdo. Foi observada correlagdo significativa entre a
porcentagem lipidica entre as amostras dos tecidos adiposo e hepatico, assim como entre a
concentracdo total de organoclorados (XOCS) nos tecidos adiposo e hepéatico. Embora
observadas algumas diferencas na presenca ou auséncia de alguns contaminantes, estas foram
dispersas e ndo determinantes, ou seja, ndo permitiram estabelecer um padrdo em relagdo aos
diferentes fatores do historico individual. Ndo foram encontradas diferencas significativas
entre a XOCS para ambos os tecidos, em relacdo ao sexo do animal ou localidade, que
permitissem inferir alguma relagdo entre o grau de contaminagdo e a variagédo regional da
prevaléncia da FP. Também ndo foi possivel identificar correlagBes significativas das
concentracdes dos poluentes em relacdo a presenca da FP nem entre o FPl e 0 FPS e a XOCS
nos tecidos adiposo e hepéatico. Tampouco foi possivel identificar correlacBes significativas
entre 0 ICC ou CCC e a XOCS. Os resultados deste trabalho apresentam um registro temporal
do perfil de contaminacgéo nas tartarugas-verdes de vida livre da costa sudeste, confirmando a
biodisponibilidade de OCs nas diferentes regides avaliadas. Embora néo tenha sido
encontrada uma correlacdo direta entre a concentracdo de OCs e a Fibropapilomatose, este
estudo demonstra que as tartarugas verdes oriundas da costa sudeste do Brasil estdo expostas
a niveis significativos de pesticidas organoclorados os quais poderiam ter algum papel na
etiologia multifatorial da doenca. Estes contaminantes ambientais podem agir afetando a taxa
de prevaléncia de FP, agindo possivelmente como agentes imunossupresores ou através da
genotoxicidade e promoc¢do tumoral. Estudos futuros serdo desenvolvidos para melhor
caracterizar a agao dessas substancias e seus efeitos nas tartarugas marinhas e para esclarecer

como outros fatores podem influenciar esses resultados.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Chelonia mydas. Fibropapilomatose. Agrotoxicos

organoclorados.



ABSTRACT

SANCHEZ-SARMIENTO, A. M. Determination of organochlorine pesticides in tissues of
green turtles (Chelonia mydas) from the southeastern coast of Brazil: study of the
occurrence in animals with and without fibropapillomatosis. [Determinagéo de pesticidas
organoclorados em tecidos de tartarugas-verdes (Chelonia mydas) provenientes da costa sudeste
do Brasil: estudo da ocorréncia em animais com e sem fibropapilomatose]. 2013. 123 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

The increase of anthropogenic impacts on both marine and coastal environments is
threatening the ecosystems of numerous animal populations, including sea turtles.
Disturbances in the ecological balance of these habitats negatively affect the survival of long-
lived chelonids such as green turtles (Chelonia mydas), which are already considered
endangered. Threats to this species include incidental capture by fisheries, habitat degradation
of nesting and feeding areas, and diseases. One of the most relevant diseases is
fibropapillomatosis (FP) or Green Turtle Fibropapilloma Disease (GTFD), an infectious
tumoral disease that predominantly affects juveniles. Numerous hypotheses have been
proposed to explain this disease’s aetiology, and while none has been conclusively
demonstrated there is a consensus that it is multifactorial and involves a a-herpesvirus as the
primary etiologic agent along with genetic, nutritional and environmental cofactors. The
prevalence of FP in C. mydas in Brazil varies among regions, with locations in which the
disease remains unreported. Prevalence has been correlated to the degree of degradation of
marine habitats, which in turn is related to the presence of environmental contaminants such
as organochlorines and their metabolites. These compounds are difficult to break down and
persist, bioaccumulate and biomagnify in marine environments over long periods of time.
They are also known to produce numerous health effects in the organisms in which they
accumulate, hampering immunity and favouring the manifestation of opportunistic disease,
with some of these compounds being also carcinogens. In this study we developed extraction
and purification technique based on the QUEChERS method (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe) and used gas chromatography with electron capture (GC-UECD) to detect
and quantify organochlorine pesticides (a-BHC, B-BHC, Heptachlor, Dicofol, a-endosulfan,
B-endosulfan, Endosulfan sulphate, pp -DDD, op -DDD, pp -DDE, op -DDE, and Mirex) in
adipose and hepatic tissue samples from 64 juvenile green sea turtles [Curved Carapace
Length - CCL = 38.68 £ 5.41 cm] affected or not by FP (24 with FP vs. 40 without FP). These



specimens died due to incidental capture by fishing nets or were found dead on beaches of
Southeast Brazil: Ubatuba / SP, Praia Grande / SP and Vitéria / ES. Aiming to clarify the role
of the organochlorines in the pathogenesis of FP, we attempted to establish correlations
between the concentration of these compounds and variables such as sex, size (CCL), Body
Condition Index (BCIl) and disease severity [fibropapillomatosis index (FPI) and
fibropapillomatosis score (FPS)], and local FP prevalence. A significant correlation was
observed between the lipid percentage of adipose and hepatic samples, as well as between
adipose and hepatic organochlorine total concentrations (XOCS). Although some differences
were observed regarding the presence or absence of contaminants in relation to characteristics
of the individual history, it was not possible to establish patterns that reflected biological
significance. For both adipose and hepatic tissues, no significant differences were found in the
>OCS with regards to individual sex or capture locality that would allow inferring
relationships between the individual contamination levels and the regional variation on the
prevalence of FP. It was also not possible to identify significant relationships between each
pollutant concentration in the adipose or hepatic tissue and the presence of FP. No correlation
was observed between XOCS in adipose or hepatic tissues and FPI, FPS, BCI and CCL. The
results provide a contamination profile of free-ranging green turtles of the southeast coast
during the study period, confirming the bioavailability of OCs in the different locations
evaluated. Although a direct correlation between the concentration of OCs and
fibropapillomatosis was not found, this study demonstrates that green turtles from the
southeast coast of Brazil are exposed to significant levels of organochlorine pesticides that
could play a role in the multifactorial etiology of the disease. These contaminants may affect
the prevalence of FP, possibly acting as immunosuppressive agents or through genotoxicity
and tumor promotion. Future studies will be conducted to better characterize the role of these
substances and their effects on sea turtles and to clarify how other factors that may influence

their impacts.

Keywords: Ecotoxicology. Chelonia mydas. Fibropapillomatosis. Organochlorine pesticides.
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1 INTRODUCAO

A intervencdo humana nos ambitos marinho e costeiro, refletida no aumento da
contaminacdo de efluentes, da construcdo de frotas marinhas, trdfego de embarcacgdes e
colheita indiscriminada de recursos marinhos traz consequéncias negativas como a
degradacdo dos habitats marinhos. Combinados, esses efeitos diminuem a salde dos
ecossistemas, repercutindo, por sua vez, em algumas espécies de queldnios, como as
tartarugas marinhas (SEMINOFF, 2004). Das 7 especies de tartarugas marinhas, cinco delas
sdo encontradas no Brasil, sendo que todas encontram-se seriamente ameacadas de extingao.
A tartaruga-verde, Chelonia mydas (Linnaeus, 1758) é catalogada como espécie em perigo
pela International Union for Conservation of Nature - [JUCN (IUCN, 2010) e no Brasil tem
sido listada como wvulnerdvel (MARTINS; MOLINA, 2008; MARQUES et al., 2009).
Analises de dados historicos e publicacBes recentes indicam extenso declinio das
subpopulacBes de tartarugas marinhas, particularmente suscetiveis devido a sua
vulnerabilidade aos impactos antropogénicos. Além disso, a captura incidental e a degradacao
do habitat de nidificacdo em praias e areas de alimentacdo ao redor do mundo representam
sérias ameacas para esses animais (SEMINOFF, 2004).

Um dos principais fatores potenciais que poderia levar ao declinio populacional sdo as
doencas infecciosas, dentre as quais se destaca a Fibropapilomatose (FP) também conhecida
como Green Turtle Fibropapiloma Disease (GTFD), considerada uma das mais importantes
ameacas a sobrevivéncia da tartaruga-verde (WORK; BALAZS, 1997), pois acomete quase
que exclusivamente esta espécie. Doencas possivelmente relacionadas a polui¢do, como no
caso da fibropapilomatose, conferem um fator relevante para a reducdo populacional de
animais e consequente agravamento no desequilibrio dos ecossistemas (ROSSI, 2007). A FP é
uma afeccdo tumoral, debilitante e potencialmente fatal para as tartarugas marinhas
(BAPTISTOTTE et al., 2001). Esta doenca é caracterizada por multiplas massas tumorais ou
fibropapilomas que diferem em tamanho e coloragdo, localizando-se principalmente nas
nadadeiras, pescoco, cloaca e olhos, podendo ser encontrada inclusive na carapaca e plastréo.
Tumores internos em es6fago, figado e rins, ma condicdo corporal e outras alteracdes
hematoldgicas e fisiol6gicas também sdo relacionadas a mesma.

Numerosas hipéteses tém surgido a respeito da etiologia da doenca, sendo que a
evidéncia mais forte indica a participacdo de um alfa herpesvirus especifico dos Testudines,

que teria anos de coevolugdo junto a estes répteis, mas nada ainda é conclusivo. Mesmo
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existindo uma evidencia convincente de uma etiologia viral, outros fatores como parasitas,
suscetibilidade genética, carcindgenos quimicos, contaminantes ambientais, biotoxinas,
imunossupressdao e luz ultravioleta podem ter um papel adicional na etiologia da
Fibropapilomatose (AGUIRRE, 1998). A participacdo de diversos co-fatores ja foi
pesquisado, por exemplo, o aumento da ocorréncia desta doenca tem sido implicada a
degradacdo dos habitats marinhos relacionada a diversos contaminantes ambientais e seus
metabolitos. Por isto, atualmente h4 um consenso de que a etiologia da fibropapilomatose
esteja associada a varios fatores concorrentes e ndo somente a um agente primario. Sendo
assim, é considerada uma doenca de carater multifatorial, com diferentes fatores fisicos,
genéticos e ambientais relacionados a incidéncia e prevaléncia ou ocorréncia desta doenca nas
diferentes regides geograficas.

A influéncia do meio ambiente sobre o estabelecimento da doenca foi aventada apos
estudos realizados na Flérida (EHRHART, 1991) e no Havai (BALAZS, 1991) sugerindo o
envolvimento de poluentes toxicos e de toxinas (ADNYANA; LADDS; BLAIR, 1997).
Muitos poluentes quimicos sdo conhecidos por causarem supressao do sistema imunologico
(HERBST; KLEIN, 1995) ou terem efeito carcinogénico. Estes podem diminuir a resisténcia
das tartarugas marinhas a diversos virus facilitando sua proliferacdo, pois o stress causado por
estes compostos pode resultar na reducdo da energia disponivel para processos fisioldgicos
basicos causando alteracBes na imunidade celular aumentando a susceptibilidade a doencas
provocadas por agentes infecciosos (AGUIRRE et al., 1994a). Atualmente se discute a
possivel relacdo dos poluentes organicos persistentes (POPs) ou substancias tdxicas
persistentes (STP), tais como os pesticidas organoclorados (OCs) e seus metabdlitos na
patogenia desta afecdo. Pelo historico de uso e tendo sido amplamente empregados na
agricultura e na inddstria desde a década de 1940 e mesmo que esses compostos tenham sido
banidos ou seu uso restringido na maioria dos paises, continuam a representar sério risco ao
ecossistema e & saude ambiental (CASTILLO; GONZALEZ; MIRALLES, 2011). S&o bem
conhecidas as propriedades destes compostos de persistir, produzir toxicidade e terem
habilidade para se bioacumular através da alimentagcdo e biomagnificar através das cadeias
tréficas podendo alcancar altas concentragfes em animais de longa vida como nas tartarugas
marinhas (AGUIRRE; LUTZ, 2004), nas quais estes compostos acumulam-se nos tecidos
com alto teor lipidico. Os OCs tém uma ampla gama de efeitos agudos e crbnicos nos
organismos, podendo causar hepatoxicidade, imunotoxicidade, toxicidade neuroldgica,
teratogenicidade, e genotoxicidade, enfraguecimento e efeitos no comportamento do animal

(KELLER et al., 2004a). Além disso, muitos desses compostos séo suspeitos de atuar como
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disruptores endocrinos e sdo relacionados ao desenvolvimento de neoplasias, mais
especificamente, sdo indicados como  possiveis imunossupressores (BALAZS;
HUTCHINSON; SIMMONDS, 1991). Também pode-se supor que esses poluentes, em
sinergia com outros contaminantes como metais, sacos de plastico e vidro, possam interferir
na fisiologia animal e determinar outros processos interferindo na sobrevida dos mesmos
(STORELLI; MARCOTRIGIANO, 2000).

A prevaléncia da FP € maior em ambientes marinhos que sofrem com o impacto da
atividade humana (HERBST, 1994). O desenvolvimento demografico, as atividades
industriais e agrondmicas em ambientes proximos as praias, as baias e aos lagos podem
contribuir para o0 aumento da prevaléncia da doenca (BALAZS , 1991; ADNYANA; LADDS;
BLAIR, 1997). Sdo poucos 0s estudos existentes a respeito da ocorréncia desses compostos
em tartarugas marinhas e sua possivel influéncia no desenvolvimento da doenca, como 0s
realizados no Mar Mediterraneo (MCKENZIE et al.,, 1999; CORSOLINI; AURIGI;
FOCARDI, 2000; STORELLI; BARONE; MARCOTRIGIANO, 2007) costa do México
(GARDNER et al., 2003) Costa Rica (KLEMENS et al., 2002) e Oceano Atlantico norte
(RYBITSKI; HALE; MUSICK, 1995; KELLER et al., 2004a; ALAVA et al., 2006). Ainda
ndo se tem estabelecido uma relacdo direta entre organoclorados e a ocorréncia de
fibropapilomatose, entre outras razdes, pelas baixas concentragdes desses compostos
encontradas em algumas localidades monitoradas (AGUIRRE et al., 1994a). Nas zonas
costeiras do Brasil, hd uma exposic¢do dos animais a uma maior concentracdo de poluentes, o
qgue poderia estar relacionado ao aumento na prevaléncia da doenca em algumas areas
(BAPTISTOTTE, 2007).

Os primeiros estudos realizados no Brasil com o objetivo de elucidar a etiologia dos
tumores em tartarugas marinhas foram realizados por Matushima (1999, 2001, 2003). Anos
depois, Rossi (2007) analisou o perfil hematolédgico e fungédo celular de leucdcitos sanguineos
de animais com e sem FP. No entanto, poucos séo os trabalhos no Brasil que pesquisaram
poluentes quimicos nas tartarugas marinhas, e comparando localidades com distintos niveis de
poluicdo e taxas de prevaléncia da enfermidade. Os Unicos estudos realizados na costa
brasileira foram os desenvolvidos com ovos de Caretta caretta (BALDASSIN; TANIGUCHI;
MONTONE, 2002) e tecidos de Chelonia mydas (SILVA, 2009). Existe a necessidade de um
monitoramento mais abrangente desses poluentes através das técnicas disponiveis na area da

Toxicologia ambiental.
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A cromatografia gasosa (CG) é uma técnica que vem sendo amplamente utilizada, ja
por mais de meio século. A sua principal aplicacdo estd na determinacdo numérica de
componentes e em que propor¢do se encontram numa determinada matriz; sendo que a
capacidade de estabelecer a natureza e a estrutura quimica dos compostos separados e
quantificados requer uso de detectores espectroscopicos, tais como o espectrdmetro de massas
(BAKER, 1999). Um método bastante conhecido para analises de residuos em diferentes
matrizes, principalmente usado com sistemas cromatograficos acoplados a espectrometria de
massas LC/MS/MS e GC/MS é o método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged
and Safe), introduzido por Anastassiades et al. (2003).

Através do uso de ferramentas como o metodo QUEChERS, poder-se-ia fornecer
dados sobre contaminantes em tartarugas marinhas. Isto podera auxiliar na compreensdo do
seu papel em eventos de doenca e mortalidade, proporcionando uma base para a investigacéo,
predicdo e mitigacdo desses episodios (STORELLI; MARCOTRIGIANO, 2000). Além disso,
dentro do contexto da "Medicina da Conservagédo", como ciéncia que avalia as relagdes entre
a saude animal, humana e ambiental se faz pertinente o estudo dos agentes infecciosos
emergentes e reemergentes na fauna selvagem e a sua relacdo com fatores ambientais como 0s
contaminantes. E assim que a ocorréncia de casos de fibropapilomatose podera ser utilizada
na avaliagdo da salde do ecossistema, desde que seja correlacionado com varidveis
ambientais (REIS et al., 2010). A ocorréncia de fibropapilomas ndo é apenas um indicador da
salde das tartarugas marinhas, mas também da salde do ecossistema no ambiente marinho.
As vantagens de se utilizar a tartaruga marinha como espécie sentinela sdo claras, pois esses
animais sdo especialmente vulneraveis a degradacdo da salde do ecossistema (AGUIRRE;
LUTZ, 2004).

Em suma, é necessario ampliar os estudos sobre a presenca e distribuicdo dos
contaminantes ambientais, como os pesticidas organoclorados, em Chelonia mydas para

elucidar a possivel participacdo desses compostos na patogenia da fibropapilomatose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TARTARUGAS MARINHAS

A extraordinaria capacidade de resisténcia dos quelénios marinhos, em circunstancias
onde a maioria dos outros répteis sucumbiu, as suas extensas migracdes, seu ciclo bioldgico
longo e complexo, confere as tartarugas marinhas tamanha notoriedade. O histérico de
exploracdo durante séculos e o fato de continuarem a sofrer, vitimas de inUmeras ameagas
como consequéncia da acdo humana (CATRY; BARBOSA; INDJAI, 2010) e doencas
emergentes que podem ser influenciadas pela poluicdo marinha, chama a atencdo para estes
animais considerados ameagados.

As tartarugas marinhas ocupam um lugar de destaque, pois sdo um dos elementos da
Biodiversidade mais presentes e conhecidos (CATRY; BARBOSA; INDJAI, 2010). Realizam
eficientes fungdes ecologicas sendo muito importantes no equilibrio do ecossistema marinho,
pois contribuem para a saude e manutengdo dos recifes de corais, estuarios e praias arenosas
(ECKERT et al., 2000). Além disso, sdo importantes componentes da cultura de muitas
comunidades costeiras no Brasil, e tanto neste pais quanto em outros ao redor do mundo,
estdo associados ao misticismo e simbolismo, sendo parte da vida de muitas pessoas em
expressdes folcloricas e comemoragdes. Em muitas areas, as tartarugas marinhas
desempenham um papel econdmico e social, uma vez que através de atividades
conservacionistas sao gerados empregos, desenvolvimento e turismo (SANTOS et al., 2011).

Os queldnios marinhos pertencem a mais antiga linhagem de répteis vivos
(PRITCHARD, 1997). Existentes ha mais de 150 milhdes de anos, sua origem é terrestre, mas
evoluiram e se adaptaram para viver no mar, diferenciando-se de outros répteis (CUBAS;
BAPTISTOTTE, 2007). A carapaca ficou mais achatada, ligeira e hidrodindmica e o0s
membros se modificaram em nadadeiras, promovendo uma melhor navegagdo. S&o animais
pulmonados com uma grande habilidade de mergulho, possuindo uma eficiente distribuigéo
de oxigénio no corpo, uma baixa taxa metabdlica e respiracdo acessoria que inclui
intercdmbio gasoso através da cloaca e faringe. Possuem sentido da visdo, olfato e audicao
extremadamente desenvolvidos, além de um excelente sentido de orientacdo (SANTOS et al.,
2011).
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As tartarugas marinhas encontram-se amplamente distribuidas entre as bacias
oceanicas, ocupando desde a regido artica até a Tasmania. Sdo altamente migratdrias com
longos e complexos ciclos de vida, que dependendo da espécie, pode demorar de 10 a 50 anos
para atingirem a maturidade sexual e retornar a mesma praia onde nasceram (SANTOS et al.,
2011). Durante as diferentes etapas do ciclo biolégico os individuos ocupam diversos
ecossistemas (praias de nidificacdo, zonas litoranea, neritica, oceénica, pelagica e demersal)
atravessando varias zonas econémicas exclusivas e aguas internacionais (DOMINGO et al.,
2006). Sendo assim, as tartarugas apresentam em comum um ciclo de vida, mas existe
alternancia de diferentes habitats ao longo da sua existéncia (CUBAS; BAPTISTOTTE,
2007).

Relata-se que as ocorréncias reprodutivas ocorrem principalmente em regides tropicais
e subtropicais. O periodo de nidificacdo varia entre as diferentes regides e espécies. No Brasil,
a estacdo reprodutiva, no geral, vai de setembro a abril no continente e de dezembro a junho
nas ilhas oceénicas. Durante uma mesma temporada reprodutiva, cada fémea pode desovar
mais de uma vez. Os ciclos reprodutivos podem ser anuais, bianuais, trienais ou irregulares.
Estes também variam em funcdo da espécie, ou entre populacbes da mesma espécie,
incrementando ou diminuindo no tempo e sendo reguladas por quantidade de energia
armazenada, condi¢bes meio-ambientais e a distdncia entre locais de alimentagdo e
reproducdo (SANTOS et al., 2011).

Existem sete espécies no mundo, compondo as familias Cheloniidae e
Dermochelyidae. Sdo cinco as espécies que habitam os mares brasileiros: tartaruga cabecuda
(Caretta caretta), tartaruga de pente (Eretmochelys imbricata), tartaruga oliva (Lepidochelys
olivacea), tartaruga de couro (Dermochelys coriacea) e tartaruga-verde (Chelonia mydas).

2.1.1 Chelonia mydas

A tartaruga-verde, Chelonia mydas, herbivoro primario no ecossistema marinho
(BJORNDAL; BOLTEN; CHALOUPKA, 2000) habita pastagens tropicais e subtropicais nas

principais bacias oceanicas do planeta, tendo distribui¢do circum-global, entre os trépicos.
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Figural—  Individuo juvenil da espécie C. mydas

Fonte: Rossi (2012)

2.1.1.1 Classificacdo taxonémica

Filo: Chordata
Classe: Reptilia
Ordem: Testudines

Familia: Cheloniidae

2.1.1.2 Nomes populares

Tartaruga-verde, aruana, tartaruga-do-mar, depeia, jereba, suguarana, tartaruga pedrés

(portugués), Green turtle (inglés), tortuga verde (espanhol) (ALMEIDA et al., 2011).

2.1.1.3 Estado de conservagao

Espécie catalogada como Endangered ”"Em perigo” na lista vermelha da IUCN
(Ultima revisdo realizada em 2004) (IUCN, 2010).
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No Brasil, é classificada como “Vulneravel (VU)” na avaliagdo do estado de
conservacdo elaborado para esta espécie, com base nos dados disponiveis até 2009
(ALMEIDA et al., 2011).

2.1.1.4 Caracteristicas bioldgicas

A espécie Chelonia mydas possui distribuicdo cosmopolita, desde os tropicos até as
zonas temperadas (ALMEIDA et al., 2011). No atlantico sul-ocidental é conhecida a sua
presenga desde 0° de latitude até 42°15°S-64°04’W, Fondeadero Sarmiento, peninsula de
Valdez, Chubut — Argentina (ALBAREDA et al., 2003).

As caracteristicas morfoldgicas utilizadas na diferenciacdo desta espécie sdo
apresentadas na figura 2. E a espécie de tartaruga marinha que apresenta héabitos mais
costeiros, utilizando inclusive estuarios de rios e lagos (ALMEIDA et al., 2011). Este taxon
apresenta ciclo de vida longo com maturacdo sexual entre 26 e 40 anos. S&o onivoras com
tendéncia carnivora durante os primeiros anos de vida e apds a fase peldgica, com carapaca
medindo entre 30 a 40 cm de comprimento (BALAZS, 1995; BJORNDAL, 1997) adotam
dieta exclusivamente herbivora, com uma dieta principalmente de macroalgas e fanerégamas
(MORTIMER, 1982). As preferéncias alimentares podem variar de acordo com a
disponibilidade em cada area (ALMEIDA et al., 2011).

E um taxon que apresenta animais altamente migratorios, as fémeas migram das areas
de alimentacéo e descanso para as areas de reproducdo em deslocamentos que podem chegar a
mais de 1500 km (ALMEIDA et al., 2011). Desovam em grandes coldnias nas praias do
litoral continental e em ilhas remotas no ambiente oceanico. Praias tropicais e ocasionalmente
subtropicais em todos os oceanos (Oceanos Atlantico, Pacifico e indico; Mar Mediterraneo e
Vermelho) (PRITCHARD; MORTIMER, 2000). No Brasil, as desovas ocorrem
principalmente nas llhas da Trindade/ES e Fernando de Noronha/PE e no Atol das Rocas/RN.
Areas de desova secundarias ocorrem no litoral norte do estado da Bahia. Esporadicamente
ocorrem também desovas nos estados do Espirito Santo, Sergipe e Rio Grande do Norte.
Ocorréncias ndo reprodutivas s@o registradas em toda a costa do Brasil e também nas ilhas
(ALMEIDA et al., 2011). A distribuicdo geografica no pais é apresentada na figura 3. As
fémeas que desovam no Atol das Rocas e Ilha da Trindade apresentam Comprimento

Curvilineo da Carapaga (CCC) médio de 115,6 cm. Em cada desova depositam uma média de
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122 a 125 ovos e o intervalo de remigracdo mais frequente para estas populacfes é de 3 anos
(GROSSMAN, 2001; MOREIRA, 2003).

Figura 2 -

Caracteristicas morfologicas da C. mydas

Fonte: (PRITCHARD; MORTIMER, 2000).

Notas:

Carapaga: forma oval, margem ocasionalmente entrecortada pelas
bordas da juncdo das escamas, mas ndo serrada, quatro pares de
escudos costais; Longitude Reta da Carapaga (LRC) de até 120 cm.
Cabeca: anteriormente arredondada; largura de até 15 cm; um par de
escamas pré-frontais; quatro pares de escamas pOs-orbitais.
Extremidades: uma unha em cada nadadeira (raras vezes duas em
alguns filhotes). Coloragdo: preta no dorso nos filhotes, se
transformando em marrom com listras radiais nos juvenis, muito
variavel nos adultos (geralmente marrom, amarelo, creme e outros
tons terra; liso, marmorizado ou manchado); ventre esbranquicado
nos filhotes, amarelado nos adultos.



Figura3 - Distribuigdo geogréafica da C. mydas no Brasil

Fonte: (SANTOS et al., 2011).

Notas: Em verde: areas primarias de desova; em vermelho: areas de alimentacgao
monitorada; em laranja: areas secundérias de desova; em cinza: plataforma
continental - drea de ocorréncia ndo reprodutiva.
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2.2 CONSERVACAO DAS TARTARUGAS MARINHAS

Dada a importancia das populagfes de tartarugas marinhas como patriménio nativo do
pais, é natural que este grupo tenha merecido especial atencdo por parte dos investigadores
nacionais e gestores que delinearam as estratégias para o inicio das atividades
conservacionistas no pais. Ha mais de 30 anos foi criado o projeto TAMAR-ICMBIo, que
monitora diversas praias do litoral brasileiro através das 23 bases estabelecidas no territorio.
Este projeto desenvolve acOes de conservagdo e pesquisa com o objetivo de assegurar a
recuperacdo e sobrevivéncia das cinco espécies de tartarugas marinhas encontradas no pais, a
niveis saudaveis a fim de cumprirem seu rol ecoldgico (SANTOS et al., 2011).

Nos ultimos anos tém sido criados diversos acordos para a conservacao das tartarugas
marinhas em escala internacional. Organizacbes como a Organizacdo das Nacdes Unidas
(ONU) para a Agricultura e Alimentacdo - Divisdo de Aquicultura e Pesqueiras (FAO),
Convencao para as Espécies Migratdrias (CMS), Unido Internacional para a Conservacéo da
Natureza (IUCN), entre outras tem alertado a comunidade internacional sobre o estado de
conservacdo das tartarugas marinhas (DOMINGO et al., 2006). Atualmente todas as sete
espécies de tartarugas marinhas estdo incluidas nas listas de espécies ameacadas de extingéo
em escala mundial (LUTCAVAGE et al., 1997). Além disso, fazem parte do anexo | da
Convencao sobre o Comércio Internacional de espécies ameacadas de Fauna e Flora Silvestre
(CITES), do qual o Brasil é signatario. O pais também participa da Convencdo Interamericana
para a Protecdo e Conservacdo de Tartarugas Marinhas. Com a Portaria n. 135, de 23 de
dezembro de 2010, o Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo),
vinculado ao Ministério do Meio Ambiente (MMA), aprovou o Plano de Acdo Nacional
(PAN), contemplando 8 metas e 73 ac¢des para a conservacao das 5 espécies. A meta No. 7:
“Reducao dos impactos provocados pela polui¢ao sobre as tartarugas marinhas”, preve, em 5
anos, 2 acdes direcionadas a ocorréncia e impactos da poluicdo nos ambientes costeiros. E a
meta No. 8: “Aumento do conhecimento cientifico relacionado a conservacao de tartarugas
marinhas”, prevé, em 5 anos, 2 a¢fes também relacionadas aos poluentes marinhos (SANTOS
etal., 2011).

Embora o Brasil conte com leis que protegem as tartarugas marinhas e um grande
projeto conservacionista (TAMAR-ICMBIo0), ainda sdo necessarios esforcos de cooperacdo
nacional e internacional para a preservacdo desses animais (BONDIOLI; NAGAOKA;
MONTEIRO-FILHO, 2005). Além disso, e apesar da sua riqueza e biodiversidade, a pesquisa
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sobre a fauna de répteis no Brasil ainda é restrita (RODRIGUES, 2005). Embora o0s
programas de conservacgdo de tartarugas marinhas tém se voltado cada vez mais para o
monitoramento da salde das populacdes (DEUS SANTOS, 2009), estudos ecoldgicos de
populacdes e comunidades que monitorem os efeitos da degradacéo, fragmentacédo e perda de
habitat, da poluicdo e da exploracdo também sdo necessarios para uma melhor compreensao
dos efeitos da extensiva, e cada vez pior degradacdo dos ecossistemas naturais do Brasil
(RODRIGUES, 2005).

23  AMEACAS AS TARTARUGAS MARINHAS

Assim como as tartarugas de agua doce, as marinhas sofrem com a sobre-explotacao e
a destruicdo do habitat; sdo ameacadas por serem raras e por terem suas areas de distribuicao
extremamente restritas (RODRIGUES, 2005). Pressdes antrépicas nas diferentes fases de
desenvolvimento levaram inUmeras populacbes de tartarugas marinhas ao declinio nas
diferentes partes do planeta (CUBAS; BAPTISTOTTE, 2007). A interferéncia humana é a
causa do colapso das populagdes destas espéecies. Segundo o Marine Turtle Specialist Group
(MTSG), atualmente as principais ameacas as tartarugas marinhas sdo o desenvolvimento
costeiro, a captura incidental pela pesca, uso direto para consumo humano, as mudancas
climéticas, poluicdo e patdgenos (SANTOS et al., 2011).

Apesar dos progressos realizados na protecao e recuperacdo de ecossistemas marinhos
em algumas areas, impactos antropogénicos diretos ou indiretos continuam a ocorrer
(HAMANN et al.,, 2010). Os principais fatores ligados ao desenvolvimento costeiro
desordenado e que causam um impacto negativo nas populagdes de tartarugas marinhas séo:
movimentacdo da areia da praia (extracdo de areia e aterros), foto-poluicdo, trafego de
veiculos, presenca humana nas praias, portos, ancoradouros e molhes; ocupacdo da orla
(hotéis e condominios); e a exploracdo (producdo e distribuicdo de 6leo e gas) (ALMEIDA et
al., 2011).

Existem diferentes formas de polui¢do que constituem uma ameaca para 0s habitats
marinhos e terrestres das tartarugas marinhas, incluindo som, temperatura, luz, plasticos,
produtos quimicos, efluentes e outros. De modo geral, a poluicdo de qualquer tipo, ocorrendo
acima de certo limiar, pode produzir uma area inabitavel. Em niveis abaixo desse limiar, pode

significativamente degradar a qualidade do habitat, a capacidade de carga e outros aspectos
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da funcdo do ecossistema (HAMANN et al., 2010). Cabe ressaltar que qualquer tipo de
poluigdo agindo ou ndo em sinergia com varios outros fatores pode vir a ter efeitos nocivos
sobre as funcGes bioldgicas dos animais, repercutindo negativamente na satde dos individuos.

Um exemplo sdo os residuos solidos, principalmente plasticos, que acabam sendo
ingeridos passivamente pela C. mydas em &reas de alimentagdo consideravelmente poluidas,
uma vez que o lixo encontra-se aderido as algas, um de seus principais recursos alimentares
(REIS et al., 2010). A contaminacao por lixo na praia de Intermares na Paraiba pode implicar
na perda de habitat reprodutivo das tartarugas, uma vez que € importante area de reproducéo
da tartaruga de pente no nordeste brasileiro (MASCARENHAS et al., 2008).

Corpos estranhos podem causar danos na salde das tartarugas marinhas direta e
indiretamente. Plasticos e outros materiais podem obstruir o trato gastrointestinal ou causar
ulceracdes ou necroses locais. Indiretamente, os residuos podem degradar as condi¢fes das
tartarugas por interferir com o metabolismo lipidico, aumentando o tempo de transito
gastrointestinal ou contribuindo para o acimulo de gases intestinais e flutuacdo incontrolavel
(LUTZ; MUSICK, 1997). A ingestdo de lixo pode ser determinante para a morte de tartarugas
marinhas, uma vez que pode causar a obstrucdo completa e/ou paralisia do sistema digestorio.
Assim, a interacdo com residuos sélidos antropogénicos pode ser causa de morte das
tartarugas marinhas, essencialmente da C. mydas no centro-norte do estado do Rio de Janeiro,
e mais uma vez, indica a degradacdo ambiental da regido, alertando para a necessidade de
acOes mitigadoras urgentes. Nesse contexto, as tartarugas marinhas podem ser consideradas
sentinelas da satde do ecossistema marinho (REIS et al., 2010).

As tartarugas marinhas, por utilizarem também o ambiente terrestre, sdo duplamente
afetadas pela presenca de lixo. Nas areias das praias, o lixo pode afetar 0 sucesso reprodutivo
destes animais, pois, pode impedir o acesso das fémeas aos locais adequados de desovas, bem
como impedir os neonatos de emergirem dos ninhos e alcangarem o mar. Restos de alimentos
podem atrair animais nocivos como ratos que comem 0S 0VOS e 0S neonatos, além de serem
vetores de doencas para a fauna nativa e seres humanos. Os neonatos de tartarugas sdo 0s
mais afetados, pois fragmentos de plasticos e monofilamentos tém a capacidade de obstruir a
abertura da camara de ovos e/ou impedir a chegada ao mar (MASCARENHAS et al., 2008).

No ambiente natural, as tartarugas marinhas estdo expostas a varios poluentes quimicos
como o petroleo e seus derivados, que causam intoxicacdo pela pele ou por ingestdo
(CUBAS; BAPTISTOTTE, 2007). Outros compostos quimicos ou substancias
“xenobidticas”, como 0s organoclorados, sdo considerados agentes toxicos, apresentando

certo grau de toxicidade, que pode provocar danos aos organismos. A comunidade cientifica
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tem reunido evidéncias crescentes sobre a reatividade bioquimica e potencial que os varios
poluentes organicos tém de causar efeitos bioldgicos (imunotoxicidade, disrup¢do enddcrina e
carcinogenicidade) em animais incluindo os humanos. Por estes e outros mecanismos ainda
ndo totalmente conhecidos, relata-se também que os poluentes estariam influenciando a
dindmica das doencas no &mbito marinho.

Véarios microrganismos habitam o ecossistema marinho e sdo capazes de causar
doencas infecciosas (REIS et al.,, 2010). As tartarugas marinhas sdo afetadas por uma
variedade de doencas de carater infeccioso, entre estas as originadas por diversos agentes
virais (ARIEL, 2011), mas nada tem causado tanta preocupacdo como a fibropapilomatose,
importante ameaca para a sobrevivéncia dos individuos da espécie C. mydas. Cabendo
ressaltar que é reconhecido que mudangas no ambiente marinho contribuem para a

manifestacdo da mesma (REIS et al., 2010).

24  FIBROPAPILOMATOSE

A Fibropapilomatose (FP) ou Green Turtle Fibropapilloma Disease (GTFD) é uma
doenca epizoltica que acomete as tartarugas marinhas em todo o mundo, mas afeta
predominantemente a tartaruga-verde (CUBAS; BAPTISTOTTE, 2007) mais do que qualquer
outra espécie por razdes ainda desconhecidas (HIRAMA; EHRHART, 2007). Por este motivo
é considerada uma das mais importantes ameagas a sobrevivéncia desta espécie (WORK;
BALAZS, 1997).

2.4.1 Curso clinico

E uma doenca tumoral, caracterizada por maltiplas massas que variam de 0,1 cm a 30
cm de didmetro, surgindo na conjuntiva, pesco¢o, nadadeiras, cauda, regides axilar e inguinal,
orgdos internos (GEORGE, 1997) e inclusive carapaca e plastrdo. Os tumores cutaneos
possuem textura lisa a verrucosa, podem ser sésseis ou pedunculados e as maiores formagdes
podem estar ulceradas e necréticas (JACOBSON et al., 1989). As células do estrato espinhoso

apresentam-se hipertroficas e com vacuolos citoplasméticos, podendo conter inclusdes
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intranucleares eosinofilicas ou basofilicas. As figuras mitoticas sdo mais frequentes na
epiderme, sendo raras na derme (JACOBSON et al., 1991; LACKOVICH et al., 1999). Os
tumores viscerais se desenvolvem mais tardiamente (aproximadamente ap0s 2 anos)
(HERBST et al., 1999).

A fibropapilomatose é debilitante e potencialmente fatal para as tartarugas marinhas,
pois apesar do curso normalmente benigno, os tumores podem ameagar a sobrevivéncia das
tartarugas em meio natural (CUBAS; BAPTISTOTTE, 2007). Embora as tartarugas com
GTFP ndo morram devido a doenca per se, 0s tumores (que podem atingir mais do que 30 cm
de didmetro) afetam o funcionamento normal do organismo, causando debilidade fisica e
expde o portador a outras ameacas (MILTON; LUTZ, 2003). Os tumores podem interferir na
adequada alimentacdo, movimentacdo, respiracdo e condicdo geral (GEORGE, 1997). Os
tumores cutaneos incrementam as possibilidades de ferimentos na pele e podem modificar a
visdo. Os tumores de grande porte podem dificultar seriamente a capacidade do animal para
nadar e mergulhar; fugir dos predadores e localizar, capturar e ingerir o alimento (MILTON;
LUTZ, 2003). A taxa de crescimento dos animais pode ser afetada pela FP (GEORGE, 1997),
sendo que diminuiria conforme ha aumento na severidade da doenca. Além disso, a
progresséo e a regressao na manifestacdo da doenca sdo comumente observadas (BALAZS,
GEORGE et al., 1998).

2.4.2 Historico e prevaléncia

A FP foi primeiramente observada em uma tartaruga-verde adulta, em dezembro de
1936, no Aquario de New York em um exemplar que tinha sido trazido de Key West, Florida,
EUA, dois anos antes de manifestar os tumores (SMITH; COATES, 1938). Os papilomas
estavam distribuidos na regido cervical dorsal, nas areas de ambas as axilas e virilhas,
palpebra e conjuntiva. Subsequentemente os fibropapilomas foram observados em trés das
220 tartarugas marinhas capturadas nas aguas costeiras de Key West, Flérida, EUA, no ano de
1938 (SMITH; COATES, 1938). Neste mesmo ano a presenc¢a dos tumores foi descrita em
uma tartaruga-verde capturada em Cape Sable, Flérida (LUCKES, 1938).
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Em 1958 foi relatado a ocorréncia de massas fibrosas em fémeas desovando em
Sarawak, Indonésia e Malasia (HENDRICKSON, 1958 * apud BAPTISTOTTE, 2007, p. 20).
A primeira confirmacdo de um caso de GTFP no Havai foi nesse mesmo ano (HERBST,
1994), nesse entdo a GTFP comecou a ser registrada com maior frequéncia nessa e outras
regides como Florida, com populagdes apresentando taxas de prevaléncias maiores ao 80%
(BALAZS, 1991). Em 1980 foi registrado um surto de FP em um grupo de fémeas adultas na
fazenda de tartarugas Cayman, Ltda. Grand Cayman (JACOBSON et al., 1989). Na costa
oriental dos Estados Unidos a ocorréncia de tumores em tartarugas-verdes encalhadas
aumentou em aproximadamente 10 % a 30% de 1980 a 1990 (FOLEY et al., 2005). A FP no
arquipélago havaiano € fatal e a maior causa de encalhe das tartarugas marinhas em aguas
havaianas onde completou 30 anos de epidemia, mas relata-se que apos o surto de 1980 a FP
incrementou rapidamente, atingiu o pico durante meados dos anos 1990, e depois vem
diminuindo de forma constante desde entdo (CHALOUPKA; BALAZS; WORK, 2009).

A fibropapilomatose tem sido registrada em diversas populacdes de tartarugas
marinhas ao redor do mundo, porém a prevaléncia difere geograficamente e entre classes
etarias (ARTHUR et al., 2008). A prevaléncia varia entre as diferentes localidades do mundo,
de 1,4% até 90% (AGUIRRE et al., 1994b). O primeiro registro da doenca no Brasil ocorreu
em 1986 no estado do Espirito Santo, regido desde entdo endémica para a doenca. A partir dai
foi observada frequentemente nas areas de alimentacdo (BAPTISTOTTE et al., 2001). Dados
obtidos do projeto TAMAR-ICMBIo registraram tumores em 15,41% dos 8539 espécimes de
C. mydas examinados. Os registros parecem indicar aumento da ocorréncia no tempo: 3,2%
em 1997, 10,6% em 1998, 10,7% em 1999 e 12,4% em 2000. Os dados também indicam o
aumento na prevaléncia da doenca por regido de 0 a 24% em Ubatuba/SP, entre 1986 e 1998.
Em Vitdria/ES, a doenca alcangou a taxa de 40% no ano 2000. No entanto, em alguns outros
lugares como Fernando de Noronha/PE e Atol das Rocas/RN, a incidéncia € nula ou muito
baixa (BAPTISTOTTE et al., 2001; BAPTISTOTTE, 2007).

A variagdo geografica na prevaléncia da doenga é provavelmente uma consequéncia
da alta fidelidade das tartarugas com seus habitats de forrageio (TAQUET et al., 2006) a qual
poderia permitir ou favorecer a exposi¢do crénica a agentes promotores tumorais e poluentes
(ARTHUR et al., 2008).

" HENDRICKSON, J. R. The Green sea turtle Chelonia mydas (Linn.) in Malaya and Sarawak. Proceedings of the
Zoological Society of London, London, v. 130, p. 455-535, 1958.



33

2.4.3 Etiopatogenia

As informaces encontradas sugerem que a ocorréncia de fibropapilomas em C. mydas
pode ser de origem viral, pois vérias familias de virus como Herpesviridae, Papoviridae,
Poxviridae, Adenoviridae e Retroviridae sdo conhecidas por causarem lesdes proliferativas e
tumores (HERBST et al., 1998; OROS et al., 1998).

Esta claro que o fator etioldgico primario é um agente infeccioso, uma vez gque 0S
tumores podem ser transmitidos a animais ndo afetados através da inoculacdo de
homogeneizados celulares de fibropapilomas (HERBST; KLEIN, 1995). Particulas virais
sugestivas de herpesvirus foram observadas em fibropapilomas de tartarugas (JACOBSON et
al.,, 1991). Mais tarde estudos de sequenciamento genético demostraram que 0 agente
primario da doenca seria um alpha-herpesvirus denominado Chelonid FP-associated
herpesvirus (CFPHV), o qual esta presente em 100% das ocorréncias naturais e em 100% dos
tumores induzidos por inoculacdo em tartarugas mantidas em cativeiro. O CFPHV possui
quatro variantes denominadas "A","B","C" e "D" em trés localidades da Flérida, EUA (ENE
et al., 2005). Quatro grupos filogeograficos ou variantes do virus tém sido identificados:
Pacifico oriental, Atlantico ocidental / leste do Caribe, Centro-Oeste do Pacifico e Atlantico.
O ultimo compreende o golfo da Guiné e Porto Rico, sugerindo fluxo génico recente entre
essas duas regides. O haplotipo da Flrida representa uma linhagem independente que partilha
um ancestral comum com todas as outras variantes identificadas do virus ou representante da
linhagem do Atlantico que deu origem ao grupo do leste do Pacifico. A média de tempo
estimada para o ancestral comum mais recente das variantes do virus moderno foi de 192,90 a
429,71 anos atréas, sugerindo que a pandemia da FP global ndo é o resultado de uma aquisicao
recente de uma mutacdo na viruléncia. O padrdo filogeografico obtido parece refletir
parcialmente a movimentagéo das tartarugas. Entretanto, os ambientes alterados parecem estar
implicados nos surtos de FP e na histdria evolucionaria moderna do CFPHV (PATRICIO et
al., 2012).

A presenca das sequéncias virais confirmada por PCR em tempo real, tanto em
animais com lesGes caracteristicas da FP quanto na pele de animais aparentemente saudaveis
(DUARTE et al., 2012), sugere que a progressao das lesdes seja multifatorial e envolve
potencialmente uma fase de promogdo ou fase de desenvolvimento tumoral
(QUACKENBUSH et al., 1998). Modelos experimentais que empregaram o lung-eye-trachea

disease LETD-associated herpesvirus (LETV) para testar a infectividade viral apds exposicao
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a 4gua marinha, demonstraram que o LETV permanece infectante por prolongados periodos,
motivo pelo qual é bem possivel que também o herpesvirus associado a fibropapilomatose
seja estavel no ambiente marinho (CURRY et al., 2000). No entanto, 0 modo de transmissdo
em vida livre ndo é totalmente elucidado (WORK, 2005) embora os estudos sobre a FP e o
CFPHV estejam direcionados a caracterizagdo dos virus, assim como o diagndstico e
patogénese no hospedeiro (ARIEL, 2011). E de suma importancia a determinacdo de duas
questdes: em que fase do ciclo de vida as tartarugas séo infetadas e em que localizacéo
geografica ocorre a infeccdo (ENE et al., 2005).

Infeccdes por herpesvirus se manifestam com sinais agudos, 0s quais podem se tornar
latentes e permanecerem quiescentes durante o resto de vida do animal ou até que o
hospedeiro esteja suficientemente estressado para que o virus se manifeste e induza a doenca
(HOFF; HOFF, 1984). Sendo assim, a FP estaria relacionada a situacdes que comprometem o
sistema imunoldgico (HERBST, 1994; HERBST et al., 1998) como, por exemplo, a intensa
infeccdo parasitaria por trematddeos cardiovasculares descrita nesta espécie (JACOBSON et
al., 1991; ADNYANA; LADDS; BLAIR, 1997; AGUIRRE et al., 1998). Também tem sido
aventada a hiplGtese que compostos naturais como Lyngbyatoxin A (LA) e
Debromoaplysiatoxin (DAT), isolados de Lyngbya majuscula (cianobactéria filamentosa),
considerados promotores de tumores, desempenham um papel na etiologia da
fibropapilomatose (HERBST, 1994; HERBST; KLEIN, 1995; LANDSBERG et al., 1999;
ARTHUR et al., 2008). A associagio entre a FP e o Acido Okadaico (OA), composto natural
promotor tumoral foi demonstrado recentemente (LANDSBERG et al., 1999). Este acido é
produzido pelo dinoflagelado bentonico Prorocentrum sp. e em conjunto com um elemento
iniciador causam crescimento tumoral em ratos por inibicdo das vias 1% e 22 da fosfatase
(FUJIKI; SUGANUMA, 1993).

Por outro lado, fatores ambientais como raios ultravioletas e agentes quimicos podem
vir a causar alteragdes no sistema imunoldgico ou terem efeito carcinogénico
(WEISBURGER, 1989; ANANTHASWAMY; PIERCEALL, 1990). Prevaléncias mais altas
da FP estdo relacionadas a ambientes mais antropizados (HERBST, 1994), aventando-se que
diversos poluentes quimicos, entre estes 0s organoclorados, poderiam induzir o virus latente a
infeccdo ou favorecer o desenvolvimento e/ou agravamento da severidade da FP, seja devido
a alteracdes na imunidade do animal, ou ao mecanismo de acdo de certos compostos
permitindo-lhes agir como promotores tumorais ou agentes carcinogénicos, perante diversos

mecanismos e determinadas concentracbes no organismo. Entretanto, sdo escassas as
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informacdes referentes ao rol dos poluentes quimicos na etiopatogenia da doenga assim como
definir quais concentragdes poderiam ter algum efeito sobre as tartarugas marinhas.

Em conclusdo, na atualidade ha um consenso de que a etiologia da doenca seja
“multifatorial” e associa 0 GTFHV como agente primario e a intervencao de outros agentes
como co-fatores, podendo estes ser intrinsecos ao individuo como os fatores genéticos,

imunolégicos e até nutricionais ou fatores ambientais como os poluentes quimicos.

2.5 SUBSTANCIAS TOXICAS PERSISTENTES (STP)

A crescente demanda e oferta de novos produtos quimicos pela sociedade
industrializada do século XX levaram ao incremento, no ambiente, de grandes quantidades de
diversos compostos quimicos provenientes das descargas industriais e de varias outras
atividades antropicas nos diversos compartimentos ambientais (ALMEIDA et al., 2007). A
introducdo desses produtos quimicos sintéticos no ambiente vem alterando profundamente a
disponibilidade natural dos elementos quimicos para 0s organismos Vivos €, por conseguinte o
equilibrio ecoldgico ja estabelecido e a adaptacdo da biota lapidada por milhdes de anos.
Assim, inimeros produtos quimicos que outrora foram criados com a promessa de trazer
beneficios infindaveis ao homem, hoje sdo considerados contaminantes ou poluentes por
causa dos desequilibrios nos ecossistemas e inimeros impactos demonstraveis ou suspeitos na
biota (MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008). Muitos grupos
funcionais de carater organico retinem caracteristicas peculiares que os fazem particularmente
persistentes no ambiente e, por isto sdo denominados como Substancias Tdxicas Persistentes
(STP) (ALMEIDA et al., 2007).

Diante desse cenario alarmante, varios produtos quimicos sintéticos ndo sdo mais
utilizados. Alguns tratados e convencgdes foram criados para mitigar esta situacdo. O primeiro
tratado global para a eliminacdo das substéncias toxicas persistentes foi resultado da
Convencéo de Estocolmo, ratificado por 50 paises em 2001, visa buscar o controle imediato
via banimento ou restricdo de 12 POPs (Poluentes Organicos Persistentes) pelas nacoes
desenvolvidas. Estes POPs séo conhecidos como os “doze sujos”: aldrin, clordano, DDT,
mirex, toxafeno, dieldrin, endrin, heptacloro, Bifenilas Policloradas (PCBs),
Hexaclorobenzeno (HCB), Dioxinas (PCDD) e Furanos (PCDFs). Além disso, a Convengéo

de Estocolmo estimula as nagdes em desenvolvimento a controlar o uso e a desenvolver
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politicas mais rigorosas quanto ao descarte e armazenamento dos organoclorados (OCs),
assim como a queima de residuos improprios municipais, fonte potencial de dioxinas e
furanos ao meio ambiente. A Convencdo de Roterdd (2004) também tem contemplado o
banimento ou restricdo do uso de 27 compostos quimicos sintéticos (praguicidas e produtos
para uso industrial), oito dos quais j& estavam incluidos na Convengdo de Estocolmo (i.e.
PCBs, aldrin, dieldrin, DDT, clordano, HCB, toxafeno e heptacloro). No Brasil, profissionais
ligados a area ambiental tém se reunido com representantes de outros paises da Ameérica do
Sul e Caribe e da UNEP - United Nations Environment Programme, buscando conhecer as
reais potencialidades de cada pais com o objetivo de se atingir o que tem sido proposto, com
relacio aos OCs para o0s paises desenvolvidos (MIRANDA-FILHO; CARMELA
MONTONE; FILLMANN, 2008).

As STP compdem uma classe conhecida como POPS, que juntamente com outras
substancias, que apresentam os critérios de persisténcia e toxicidade, compdem o grupo mais
abrangente das STP. Dentre as STP, destacam-se 0s compostos organoclorados e compostos
organicos de metais. O grupo dos OCs possui estrutura predominantemente ciclica com
elevado peso molecular, incluindo alguns inseticidas, fungicidas, herbicidas, quimicos
industriais, compostos secundarios e outros produtos sintéticos (ALMEIDA et al., 2007).

O uso de agrotdxicos na agricultura é a principal fonte de entrada destas substancias
no ambiente pelas quantidades e frequéncia de aplicagdo, embora existam outras fontes
(domeéstica, industrial e de saude publica) nas campanhas de controle de vetores de doencas
como a dengue e a malaria (ROCHA, 2011).

2.5.1 Historico dos Organoclorados (OCs)

A saga dos OCs teve inicio na Segunda Guerra Mundial, com a utilizacdo do DDT
(Diclorodifeniltricloroetano), o praguicida mais conhecido e empregado no mundo, utilizado
para combater pragas na agricultura e alguns vetores de doengas como ocorreu para a
erradicacdo da malaria. O DDT foi banido na maioria dos paises a partir da década de 1970,
alguns anos ap6s a publicacdo do livro intitulado Primavera Silenciosa (Silent Spring) de
Rachel Carson que relata os efeitos deletérios na vida selvagem, época em que também se deu
inicio a revolugcdo ambientalista. Porem o seu uso continua em alguns paises em via de

desenvolvimento. Os OCs foram banidos na maior parte do globo ou seu uso restrito em
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funcdo dos efeitos toxicos gerados em longo prazo sobre a biota (MIRANDA-FILHO;
CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008).

Outros praguicidas OCs foram criados depois do DDT, e os mais conhecidos séo
hexaclorobenzeno (HCB), toxafeno e a familia dos ciclodienoclorados, considerados os mais
toxicos dentre os OCs. Outra classe de OCs difundida mundialmente sdo as Bifenilas
Policloradas, descobertos no século XI1X. Os PCBs foram muito empregados como fluidos
dielétricos em transformadores e capacitores, nas industrias do papel e plastico, como
ingrediente na composicdo de alguns praguicidas, etc. Compostos secundarios formados
preferencialmente a partir da queima irregular dos PCBs e praguicidas OCs podem ser
lancados na atmosfera sobre a forma de dioxinas (Dibenzodioxinas Policloradas — PCDD) e
furanos (Dibenzofuranos Policlorados - PCDF) (MIRANDA-FILHO; CARMELA
MONTONE; FILLMANN, 2008).

2.5.2 Propriedades Fisico-Quimicas dos OCs

O grupo dos OCs possui elevada toxicidade e apresenta caracteristicas peculiares
(MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008):

1. Dificil degradacéo fisico-quimica e bioldgica, resultando em uma elevada persisténcia
no ambiente.

2. Sao semivolateis, sendo transportados por via area, aquatica, terrestre e bioldgica a
longas distancias.

3. Sdo lipofilicos e hidrofébicos podendo sofrer bioacumulacgdo nos tecidos adiposos dos
seres vivos e biomagnificacdo ao longo da cadeia tréfica.

A tendéncia de um composto quimico em se acumular nos organismos é avaliada
através da estimativa do coeficiente de particdo (Log Koy) do mesmo entre octanol e agua. O
coeficiente de parti¢cdo octanol/agua expressa a persisténcia do contaminante de acordo com
seu grau de lipofilia. Esta € uma medida quantitativa conveniente da lipofilicidade de um
soluto, uma vez que o octanol é um solvente organico que serve como modelo para lipideos
tipicos. O coeficiente de particdo de compostos hidrofobicos é usualmente dado como seu
logaritmo (Logio Kow). Substancias altamente lipofilicas, tais como o DDT tem Kqy>10° e
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uma tendéncia a particdo em lipideos (MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE;
FILLMANN, 2008).

2.5.3 Metabolizagdo dos OCs

Este processo é atribuido principalmente a agdo das enzimas do sistema citocromo P-
450 do figado. Os citocromos P-450 sdo hemiproteinas presentes em todos 0s organismos
vivos e a funcéo catalitica dessas enzimas esta relacionada com a transferéncia de um atomo
de oxigénio a partir do O, para varios substratos, reacdo denominada de monoxigenacao. Os
compostos xenobidticos sdo normalmente metabolizados no figado, rim e intestino, sendo que
a atividade enzimatica ocorre no figado, e o sistema citocromo P-450 — dependente das
enzimas oxidase de funcdo mista (MFOs) — é elementar nas defesas bioldgicas. Possuem
importancia na reproducdo porque metabolizam hormdnios esterdides e corpos estranhos,
facilitando a sua excrecdo. Por sua atuacdo, adicionam oxigénio a uma grande gama de
compostos, tornando-os mais sollveis em agua e mais facilmente excretados. Embora a
inducdo das enzimas do sistema oxidase seja considerada uma resposta adaptativa, oS
metabolitos de alguns xenobidticos sdo mais toxicos que 0s compostos de origem e por isso 0
metabolismo pelas MFOs nem sempre é benéfico (MIRANDA-FILHO; CARMELA
MONTONE; FILLMANN, 2008).

2.5.4 Danos dos OCs a Biota

Pesticidas e outros contaminantes podem influenciar, direta e indiretamente, a
habilidade a sobrevivéncia e prosperidade de espécies de vida selvagem nos meios aquéatico
ou terrestre, considerando que a exposi¢cdo ao poluente possa ser aguda ou cronica. A
influéncia direta ocorre devido aos efeitos dos pesticidas ou outros contaminantes ambientais
se manifestarem em todos os niveis bioldgicos (molecular, celular, tecidual e orgéanico),

podendo influenciar na condicdo fisica geral do animal através da alteracdo de certos
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parametros bioldgicos (CHRISTIAN; BAUDINETTE; PAMULA, 19972 apud PRESLEY;
AUSTIN; DABBERT, 2010, p. 90). Segundo Presley (2010) a habilidade da vida selvagem
para prosperar, competir ou funcionar e, por ultimo, de sobreviver pode ser indiretamente
afetada pela exposicdo aos pesticidas e outros contaminantes ambientais que modificam
significativamente o comportamento do animal e a sua susceptibilidade a parasitas e
patdgenos. Literatura recente, relativa aos efeitos diretos ou indiretos dos mesmos em ambas
as habilidades fisiologicas e comportamentais apontam quatro pontos chaves para

sobrevivéncia e prosperidade das populacdes de vida selvagem:

1. Exposicdo aguda e crbnica a contaminantes pode causar danos fisiologicos diretos
aos tecidos e orgaos e impedir o funcionamento normal dos processos biologicos
(circulagdo, digestdo, respiracdo) assim como alterando o balanco energético
(aquisicgéo e gasto de energia).

2. Inibicao prolongada de impulsos neuroquimicos e disrup¢do de neurotransmissores
podem afetar a habilidade do animal em receber, processar e armazenar
informagdes, influenciando seu comportamento.

3. Exposicdo maternal aos contaminantes durante a gestacdo pode causar
anormalidades no desenvolvimento neuroldgico do feto e pode causar exposi¢do
durante a lactacéo.

4. Indiretamente, os animais selvagens podem vir a se tornar mais susceptiveis a
doencas tumorais, assim como parasitas e doencas infecciosas, como resultado de

comprometimento fisiolégico e imunoldgico.

Fortes correlagcOes entre a exposicdo do animal a pesticidas e outros contaminantes
ambientais e supressdo da resposta imune a mudancas patogénicas especificas através das vias
anticolinérgicas e ndo colinérgicas e respostas como hipersensibilidade e autoimunidade tem
sido relatadas. Os efeitos causados por pesticidas e outros contaminantes ambientais nos
componentes e fun¢es do sistema imune tem sido relacionados ao comprometimento e a
reducdo da resisténcia as doencas nos animais expostos. E provavel que a exposicio a baixos
niveis de OCs estimularia o sistema imune do animal e que a depressdo na fungédo

imunoldgica se deveria a altos niveis de exposicdo. Relacionado aos efeitos da

2CHRISTIAN, K. A; BAUDINETTE, R. V.; PAMULA, Y. Energetic costs of activity by lizards in the field.
Functional Ecology, v. 11, p. 392-397, 1997.
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imunossupressao encontrar-se-iam alteracGes na imunidade ndo especifica, baixa resisténcia e
hipersensibilidade a organismos patogénicos (PRESLEY; AUSTIN; DABBERT, 2010).

A principal forma de saber se um composto quimico pode causar dano a biota é
através do conhecimento de como este € absorvido, usado e ou liberado para o ambiente
(MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008). No entanto, ainda ha
muitas lacunas nesse sentido, principalmente nos répteis, uma vez que o0s estudos
toxicoldgicos tém sido realizados na sua maioria, em aves e mamiferos, servindo como base
para os estudos em outros tdxons (GARDNER; OBERDORSTER, 2005). Ademais, nos
animais oriundos de vida livre, principios basicos da ecotoxicologia, tais como: via duracgdo e
dose de exposicdo (os quais englobariam uma melhor compreensdo dos efeitos de
determinada substancia) sdo na sua maioria desconhecidas, ficando praticamente restritos a
condicdes de laboratorio. Na literatura, OCs em vertebrados marinhos sdo mais comumente,
monitorados de maneira oportunista, como por exemplo, em tecidos de animais encalhados.
Assim, quando da obtencdo de informacBes sobre os niveis de contaminantes nos oceanos,
estes organismos poderiam ser considerados; segundo espécie e condigdes: sentinelas,

monitores ou indicadores da qualidade do ambiente.

2.5.5 Pesticidas Organoclorados (POCs)

Os pesticidas incluem todos os xenobi6ticos cujo propoésito especifico é de matar ou
de eliminar outra forma de vida, habitualmente insetos ou roedores. Estes compostos podem
ser divididos em quatro classes: organofosforados, organotinas, carbamatos e organoclorados
( SEILS, A.; NOUJAIM, S. R. 2001). Por seu uso principalmente para fins agricolas sdo
denominados agrotoxicos, mas também conhecidos por diversos nomes como, por exemplo,
defensivos agricolas, protetores de plantas, agroquimicos, praguicidas, biocidas, venenos,
pesticidas, dentre outros (ROCHA, 2011). A partir de 1985, o uso dos agrotoxicos, ficou
restrito no Brasil pela Portaria n. 10/SNVS de 08/03/1985 emitida pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 1985).
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2.5.5.1 Metabdlitos do DDT (pp’-DDD, op’-DDD, pp’-DDE, op’-DDE)

O diclorodifeniltricloroetano, mais conhecido como DDT, tem sido o inseticida mais
usado a nivel mundial por sua efetividade no controle de pragas. Também tem sido o mais
estudado pela sua capacidade de bioacumulacdo em tecidos de organismos silvestres e 0s
efeitos nocivos relacionados. Salvou vérias vidas no controle de pragas como a maléria,
porém sua persisténcia e lipofilicidade causou a morte de varios animais. E altamente
persistente em solos com cerca de 1,1 a 3,4 anos, também exibe altos fatores de
bioconcentracdo. No ambiente, o DDT tem alta reatividade e atua como interferente
enddcrino (ALMEIDA et al., 2007).

O DDT foi sintetizado pela primeira vez em 1873, pelo alemdo Othmar Zeidler, na
Universidade de Estrasburgo, cidade pertencente neste periodo a Alemanha. Redescoberto
pelo entomologista sui¢o, Dr. Paul Muller, em 1939, o DDT foi introduzido como um
inseticida logo apds a Segunda Guerra Mundial. Seu sucesso fez com que fosse aceito sem
criticas, pois era mais ativo que qualquer outro inseticida conhecido, de producdo barata,
baixa toxicidade aguda em mamiferos e muito persistente. Os principais metabdlitos do DDT
séo o DDE (diclorodifeniletileno) e o DDD (diclorodifenildicloroetilano), sendo DDE produto
de degradacdo da maioria das reacGes que ocorrem no meio ambiente (ALMEIDA et al.,
2007).

O DDT em grau técnico possui 0s seguintes constituintes: pp’-DDT (71,1%), op’-
DDT (14,9%), pp’-DDD (0,3%), op’-DDD (0,1%), pp’-DDE (4,0%), op’-DDE (0,1%) e
produtos ndo identificados (3,5%). O DDT era encontrado no mercado com uma variedade de
nomes comerciais: Anofex®, Gezarex®, Dinocide®, Gesarol®, Guesapon®, Gyron®, Ixodex®,
Neocid®, Neocidol® e Zerdane®. A acumulacdo de DDT na natureza foi pela primeira vez
reconhecida na década de 1950. Desde 1940, mais de dois bilhdes de quilogramas deste
produto foram usados em todo 0 mundo e 80% foram utilizados na agricultura. Em 1973, o
seu uso foi banido nos EUA pela EPA (Environmental Protection Agency), mas é sabido que
este produto continuou a ser manufaturado e utilizado extensivamente na agricultura e no
controle de vetores de enfermidades em alguns paises tropicais em desenvolvimento. No
México e na Africa do Sul, os efeitos deste pesticida ainda se fazem presentes devido ao seu
uso recente no controle de doengas transmitidas por mosquitos. O DDT e seus metabdlitos
(Figura 4) podem ser detectados rotineiramente, mesmo nos dias de hoje, em fungéo da sua

persisténcia e migracdo atmosférica para todas as partes do globo, incluindo as regides
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polares, a partir de paises que ainda tém o uso permitido (MIRANDA-FILHO; CARMELA
MONTONE; FILLMANN, 2008).

2.5.5.2 Dicofol

Figura4 -  Estrutura quimica molecular do DDT e seus metabélitos

a Cl
il o /@_
R N o= e
cal, cl 4 \<‘\\ o

DODT (C,H,Cly)

DDE (C,,H,Cl,)
Cl cl
AN~ =
s n l
CHCI,

DDD (C,H,,Cl,)

Fonte: (MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008
adaptado de MACKAY; SHIU; MA, 2000).

Introduzido comercialmente como acaricida em 1955, o dicofol (Figura 5) é outro

praguicida de estrutura quimica semelhante ao DDT. Também é conhecido como Keltane,

Acarin, Carbax, Benzenometanol, entre outros. No solo apresenta persisténcia moderada,

sendo a meia-vida de aproximadamente 60 dias e em condi¢des anaerdbicas 16 dias. Possui

toxicidade moderada para mamiferos e aves, sendo altamente toxico para peixes. Tem sido

empregado nas culturas de algoddo, frutas citricas, macd, pepino, tomate, alface, plantas

ornamentais, etc. O isdmero p,p’- dicofol é o principal composto do dicofol grau técnico,

sendo mais persistente que o,p’- dicofol. O dicofol mostra um padréo de distribuicdo similar

ao do DDT, mas por ser mais polar tende a ser menos persistente no corpo (MIRANDA-
FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008).
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Figura 5 - Estrutura quimica molecular do Dicofol
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Fonte: (MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN,
2008 adaptado de MACKAY; SHIU; MA, 2000).

2.5.5.3 Ciclodienoclorados (Heptacloro, Endosulfan)

Os pesticidas ciclodienoclorados foram criados ap6s a Segunda Guerra Mundial e por
iSsO possuem uma origem mais recente que o DDT (1939) e o HCH (1940). Também se
destacam por sua persisténcia no meio ambiente e estdo entre 0s OCs mais toxicos que se tem
conhecimento (MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008).

2.5.5.3.1 Heptacloro

O composto quimico Heptacloro (Figura 6) foi obtido a partir do clordano
(constituinte com 6-30% em peso) em 1946 e introduzido como praguicida comercial em
1952 para o controle de insetos terrestres e no tratamento de sementes. E considerado mais
toxico que o clordano e depois de aplicado, o heptacloro pode ser assimilado através do solo
pelas raizes das plantas. Em mamiferos, o heptacloro € rapidamente oxidado a heptacloro-
epoxido que é transformado mais lentamente. Nomes comerciais incluem Heptagran,
Heptagranox, Heptamak, Basaklor, Drinox, Soleptax, Gold Crest H-60, Termide e Velsicol
104. Relata-se que seja possivel que possua um efeito carcinogénico em humanos
(MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008). O Heptacloro é
metabolizado em solos, plantas e animais para heptacloro epdxido, que é mais estavel em
sistemas biologicos, além de ser cancerigeno. No solo de regides temperadas a persisténcia é
de 0,1 a 2 anos (ALMEIDA et al., 2007).
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Figura 6 - Estrutura quimica molecular do Heptacloro
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Fonte: (MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE;
FILLMANN, 2008 adaptado de MACKAY; SHIU; MA,
2000).

2.5.5.3.2 Endosulfan

O Endosulfan (Figura 7) € um inseticida de contato e de ingestdo utilizado
principalmente na cultura de grdos, frutas e legumes, tabaco e algoddo. Também €é usado
como um preservativo de madeira. E uma mistura de dois estereoisdmeros, o a-endosulfan e o
B-endosulfan, presentes na razdo de 7:3, respectivamente. O produto técnico contém de 90 a
95% da mistura dos dois isomeros (70% o-endosulfan ¢ 30% B-endosulfan). o e B-endosulfan
sdo resistentes a fotodegradacdo, porém os principais metabolitos: endosulfan-sulfato e
endosulfan diol sdo sensiveis a fotolise. O principal metabolito detectado nos tecidos dos
animais expostos ao Endosulfan é p-Endosulfan sulfato (MIRANDA-FILHO; CARMELA
MONTONE; FILLMANN, 2008). E moderadamente persistente no solo por
aproximadamente 50 dias e cerca de 35 a 150 dias para os isdmeros a ¢ o B. Nas plantas o
Endosulfan é rapidamente degradado para seu sulfato correspondente. Ha evidéncias de que
agiria como interferente endocrino (ALMEIDA et al., 2007).

A principal forma de exposi¢do ao Endosulfan se da através do consumo de alimentos
contaminados, mas também pode ocorrer pelo contato da pele com o solo contaminado e
através do fumo de cigarros feitos com tabaco que possui residuos de Endosulfan. Ao
contrario dos demais OCs, este ndo é um produto facilmente bioacumulativo ndo sendo tdo

persistente nos tecidos biologicos. Além disso, possui uma solubilidade em agua mais elevada
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que a grande parte dos outros praguicidas organoclorados, ndo tendo muita afinidade por
lipideos (MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008).

O Endosulfan e seus derivados estdo cadastrados e liberados para uso na agropecudria
em varios estados do Brasil. Em paises industrializados, o Endosulfan também continua a ser
empregado (MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008).

Figura 7 - Estrutura quimica molecular do Endosulfan
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Fonte: (MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008 adaptado
de MACKAY; SHIU; MA, 2000).

2.5.5.4 Mirex

O Mirex (Figura 8) foi criado nos Estados Unidos na década de 1950, sendo
empregado principalmente no controle de formigas e cupins e como retardante de chamas em
pléstico, borrachas, tinta, papel e utensilios elétricos com o nome comercial de Dechlorane®,
até o inicio da década de 1970. No meio ambiente, o Mirex pode ser transformado em
Fotomirex, que é considerado mais toxico que o seu precursor. Uma vez no organismo, o
Mirex ndo é metabolizado sendo acumulado na gordura (MIRANDA-FILHO; CARMELA
MONTONE; FILLMANN, 2008).
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Figura 8 - Estrutura quimica molecular do Mirex
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Fonte:  (MIRANDA-FILHO; CARMELA  MONTONE;
FILLMANN, 2008 adaptado de MACKAY; SHIU;
MA, 2000).

2.5.5.5 HCHS (a-BHC e B-BHC)

Dentre os praguicidas cicloexano/benzeno-clorados, o HCH (Figura 9) ou
erroneamente denominado Benzeno-hexacloro (BHC), foi o primeiro OC a ser sintetizado
dando origem aos praguicidas sintéticos. Este composto foi criado em 1825, mas foi utilizado
como praguicida somente em 1940, tendo sido redescoberto por entomologistas franceses e
britanicos. O HCH tem sido produzido comercialmente desde 1948. Dos cinco isémeros de
HCH, somente o gama (y), denominado lindano e o0 HCH em grau técnico (mistura dos
isdbmeros B-9%,y-14%;a-70%) possuem propriedades inseticidas. S&o caracterizados por
possuirem baixa lipofilia e maior degradabilidade que os DDTs, também pela sua elevada
pressdo de vapor, que lhes confere elevada mobilidade aérea (MIRANDA-FILHO;
CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008). Os HCHs sdao menos bioacumulativos que
outros organoclorados devido as suas baixas lipofilicidades, enquanto as altas pressbes de
vapor facilitam o transporte para longas distancias na atmosfera. O lindano apresenta
persisténcia no solo superior a um ano e atua como interferente endécrino (ALMEIDA et al.,
2007).
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O HCH é assimilado pelo corpo através da alimentacdo, &gua contaminada, pelas
mucosas dérmica e respiratoria. Entre os isbmeros de HCH, o HCH B é eliminado do corpo
mais lentamente (MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE; FILLMANN, 2008).

Figura 9 - Estrutura quimica molecular do a-BHC e B-BHC
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Fonte:  (MIRANDA-FILHO; CARMELA  MONTONE;
FILLMANN, 2008 adaptado de MACKAY; SHIU;
MA, 2000).

2.5.6 Exposicdo aos OCs e Carcinogénese

Vaérios fatores podem estar relacionados ao aparecimento do cancer, como agentes
fisicos (radiacBGes ionizantes e raios ultravioleta), bioldgicos (virus) e, principalmente,
quimicos (MIDIO; MARTINS, 2000 °apud PAOLIELLO; DA SILVA, 2004). Existem
evidéncias que sugerem que a exposi¢do aos OCs é importante na etiologia do cancer. Por
exemplo, o sistema imune é alvo da toxicidade gerada pelos compostos organoclorados e
através da utilizacdo de modelos animais, verificou-se que a exposi¢do a essas substancias
favoreceria a carcinogénese por mecanismos de imunosupressdo ou promocao tumoral
(KLAASSEN, 2001).

O processo de carcinogénese envolve interagfes complexas entre varios fatores, tanto
exodgenos (ambientais), quanto enddgenos (genéticos, hormonais, etc.). Duas fases
compreendem este processo: iniciacdo e promocdo. A iniciacdo geralmente é induzida por um

potente agente mutagénico e é irreversivel. Pode ser considerada uma fase critica, uma vez

3 MIDIO, A. F.; MARTINS, D. I. Toxicologia de alimentos. S3o Paulo: Varela, 2000. 295 p.
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que a célula com mutagdo permanece dormente até que um evento epigenético (alteragdo no
padrdo génico decorrente de outros fatores além da mutacdo) se manifeste. A promocéo é a
fase seguinte, de duracdo variavel e representada por uma série de eventos reversiveis que
envolvem, principalmente, a ativacdo da transcri¢cdo de genes. A transformacgdo maligna de
células normais a cancerigenas se origina devido a acumulagdo por longo periodo de eventos
genéticos e epigenéticos (KUMAR; PAWAIYA, 2010).

De acordo com a acdo biolégica dos compostos, estes podem ser considerados
carcindgenos quimicos imunossupressores e os de tipo hormonal. Sendo que a interacdo de
varios componentes celulares e humorais do sistema imune com xenobidticos (farmacos,
contaminantes ambientais e substancias quimicas) podem induzir alteracbes que
comprometam a imunocompeténcia. Os carcin6genos quimicos imunossupressores Sao
responsaveis pela supressao total ou pela diminuicédo da resisténcia imunolégica, facilitando a
producdo de cancer, tanto por outros agentes quimicos, quanto principalmente por agentes
biolégicos, como o virus. J& 0s agentes carcind6genos hormonais, tanto os naturais como 0s
sintéticos, apresentam evidéncias bastante consistentes da producdo de neoplasmas quase
sempre relacionadas aos locais em que devem agir ou sdo produzidos. Por outro lado, muitos
compostos quimicos podem causar danos no DNA e agir especificamente nas fases de
iniciacdo ou promocéo do tumor (MIDIO; MARTINS, 2000* apud PAOLIELLO; DA
SILVA, 2004). E quando ha exposicdo a mais de dois toxicantes, deve-se considerar a
possibilidade de um composto interferir na acdo do outro (PAOLIELLO; DA SILVA, 2004).

Tendo em vista que muitos virus oncogénicos, como o alpha herpesvirus — GTFHV
relacionado a FP precisariam de cofatores incluindo os de tipo ambiental (BALAZS,1991;
ADNYANA; LADDS; BLAIR, 1997), para serem ativados perante diversos mecanismos e
partindo da hipotese: “Os OCs podem interferir na saude de C. mydas e favorecer
consequentemente o desenvolvimento ou manifestacdo da fibropapilomatose”, pretendeu-se

dar cumprimento aos objetivos do presente estudo.

4 MIDIO, A. F.; MARTINS, D. I. Toxicologia de alimentos. S3o Paulo: Varela, 2000. 295 p.



3

49

OBJETIVO GERAL

Monitorar pesticidas organoclorados em tecidos de tartarugas marinhas juvenis da

espécie Chelonia mydas com e sem fibropapilomatose.

3.1

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Monitorar as concentracdes dos agrotoxicos clorados: a-BHC, B-BHC, Heptacloro,
Dicofol, a-endosulfan, -endosulfan, Sulfato endosulfan, pp’-DDD, op’-DDD, pp’-DDE,
op’-DDE e Mirex nos tecidos adiposo e hepético de espécimes de C. mydas acometidas

ou n&o pela fibropapilomatose.

Analisar a variacdo das concentracdes destes poluentes em relacdo a presenca ou auséncia
da FP, a gravidade na sua manifestacdo através da utilizacdo do escore de severidade da
fibropapilomatose (FPS) e o indice de fibropapilomatose (FPI), assim como sobre o

indice da condicdo corporal (ICC).

Estudar as concentragdes destes poluentes de acordo com a procedéncia das tartarugas-
verdes, para melhor compreender a relacdo entre o grau de contaminacgdo e a variacdo da

FP, de acordo com registros da prevaléncia da FP nestas regides.

Comparar as concentraces dos contaminantes em relacdo ao tipo de tecido ou matriz

analisada e segundo o tamanho e sexo do animal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

As tartarugas-verdes (Chelonia mydas) foram capturadas em diversas praias do litoral
sudeste do Brasil onde habitualmente ha ocorréncia de animais com e sem fibropapilomatose
(Figura 10). Normalmente as tartarugas marinhas séo capturadas incidentalmente em redes de
pesca ou resgatadas de encalhes na praia; podendo ser entregues vivas ou mortas ao Projeto
TAMAR-ICMBio.

Figura 10 — Individuo acometido pela fibropapilomatose. Note-se a gravidade e ampla distribuicdo das
lesdes

Fonte: Rossi (2011).

Para obtencdo das amostras teciduais foi realizado exame necroscépico durante o
periodo de 2011-2012 dos animais nas bases do Projeto TAMAR-ICMBIio (Ubatuba/SP e
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Vitéria/ES). Adicionalmente, trabalhou-se com tartarugas-verdes provenientes da Praia
Grande/SP, as quais foram encaminhadas pelo Projeto Biopesca (Tabela 1).

Tabela 1 - Relacdo dos animais submetidos a necrdpsia durante o periodo de 2011-2012

Localidade No. animais submetidos a necropsia
Ubatuba/SP 28
Vitéria/ES 39
Praia Grande/SP 24

Informacdes sobre a forma de captura das tartarugas encaminhadas aos projetos
TAMAR-ICMBIo ou Biopesca, marcacdo nas nadadeiras anteriores e/ou posteriores, Ficha
clinica, data de 6bito e data da necropsia, foram registradas quando possivel. Para a realizacao

deste trabalho, foram avaliadas as seguintes caracteristicas:

4.1.1 Biometria e sexo dos animais

A biometria (Comprimento Curvilineo da Carapaca em cm (CCC), Largura Curvilinea
da Carapaca em cm (LCC) e Massa Corporea em kg (MC)) foi realizada conforme
procedimentos do TAMAR-ICMBIo. O CCC é medido com precisdo de 0.1 cm utilizando-se
fita métrica flexivel, da extremidade anterior na linha média (escudo nucal) até o ponto médio
do segmento da linha que conecta as extremidades posteriores dos escudos supracaudais
(TOREZANI et al., 2009); esta medida é posteriormente convertida em Comprimento
Retilineo da Carapaca (CRC). O CRC ¢ estimado a partir CCC segundo Seminoff et al.
(2003): CRC = (CCC - 2.2464) / 1.0363. O sexo do animal foi determinado pela observagédo

das gbnadas.

4.1.2 Condigéo corporal dos animais

Foi avaliada através de duas maneiras: avaliagdo visual ou subjetiva e mediante a

obtencdo do Indice de Condigdo Corporal (ICC).
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Avaliagdo visual ou subjetiva: E obtida por meio da avaliacio visual do estado geral
do animal e da forma ou “concavidade” do plastrdo (THOMSON et al., 2009). Segundo Walsh
(1999) a classificacdo da condicdo geral de um animal é: normal, abaixo do peso ou
emaciado. Desta forma, um animal é considerado “normal” se o plastrdo é convexo, os olhos
preenchem a Orbita, a musculatura no pescoco possui tecido adiposo e as areas axilares e
inguinais sdo protuberantes; “abaixo do peso” se 0 plastrdo esta levemente céncavo, os olhos
preenchem a Orbita ou fundos, os musculos na area do pesco¢o possuem tecido adiposo
circundante e as areas axilares ou inguinais estdo ligeiramente afundadas; ou “emaciado” se 0
plastrdo se encontra extremamente concavo, os olhos estdo fundos, os musculos na &rea dos
pescogo sao mais 6bvios com pouco ou nada de tecido adiposo circundante, e as areas axilares
e inguinais muito magras. Para efeitos desse trabalho, as tartarugas marinhas foram
subjetivamente classificadas em um Escore de Condi¢do Corporal (ECC) incluindo trés

categorias: ruim, regular e boa.

indice de Condic&o Corporal (ICC): Os dados biométricos (CCC, LCC e MC) foram
utilizados na obtengéo do ICC que foi calculado segundo Bjorndal et al. (2000): ICC = MC /
CRC?, sendo MC a massa corpérea (kg) e CRC o Comprimento Retilineo da Carapaca (cm).

Testes preliminares realizados demonstraram que a classificacdo subjetiva é confiavel
para animais classificados na categoria “ruim”, porém, ndo ¢ clara no que se refere a
individuos estimados como “regular” ou “bom”. Por outro lado, a classificagdo objetiva (ICC)
¢ um indicador apropriado da condigio corporal (SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2012¢;
SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2012c). Por este motivo embora também feita avaliacio
visual, somente o ICC foi utilizado nas andlises estaticas como indicador de condicao

corporal.

4.1.3 Avaliacdo da manifestacdo da Fibropapilomatose

Foi registrada a auséncia ou presenca dos fibropapilomas visiveis externamente,
quantidade, tamanho e localizacdo anatdmica dos mesmos (SANCHEZ-SARMIENTO et al.,
2012d) segundo protocolo modificado, do Projeto TAMAR-ICMBio, com base nas
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classificagfes de tamanho estabelecidas por (WORK; THIERRY; BALAZS, 1999) (Ver
Figuras 11 e 12).

Figura 11 - Planilha para registro da localizacdo anatémica dos fibropapilomas e sua classificacdo por tamanho

Tipo (cm)

Localizacdo anatdmica
A(FP<1) | B(1<FP<4) | C(4<FP<10) D(FP>10)

Olho direito

Olho esquerdo

Cabeca

Regido cervical

Carapacga

Plastrédo

Nadadeira anterior direita

Nadadeira anterior esquerda

Nadadeira posterior direita

Nadadeira posterior esquerda

Regido inguinal e cauda

Figura 12 - Regies anatbmicas utilizadas para registro da fibropapilomatose. OD: olho direito; OE: olho
esquerdo; NAD: nadadeira anterior direita; NAE: nadadeira anterior esquerda; NPD: nadadeira
posterior direita; NPE: nadadeira posterior esquerda

Cabeca

Carapaca

NPD

Regido inguinal e cauda

(A) Vista dorsal. (B) Vista ventral.

Fonte: Figuras adaptadas de Pritchard e Mortimer (2000) com edi¢do de Ralph E. T. Vanstreels, Silmara
Rossi e Angélica Maria Sanchez-Sarmiento (2012).
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A avaliagdo do grau de acometimento ou severidade da FP pode ser feita atraves do
uso de escores de fibropapilomatose (FPS) que variam entre FPS-0 (ndo acometida), FPS-1
(levemente acometida), FPS-2 (moderadamente acometida) e FPS-3 (altamente acometida). O
uso de escores destaca a importancia de se quantificar a severidade da doenca em populagdes
animais. O FPS pode ser relacionado ao estado fisioldgico das tartarugas-verdes acometidas
por FP. Com o refinamento apropriado destes e outros métodos a nivel local (conforme
variacdo regional da FP), o FPS pode servir como um preditor para se avaliar se as tartarugas
estdo aptas a sobreviver ou sucumbir a doenca. Além disso, € um indicador util para
monitorar em campo a severidade da FP (WORK; BALAZS, 1999).

A partir disso e considerando nimero e o tamanho dos tumores, foi utilizada uma nova
proposta que classifica objetivamente a severidade da FP nas tartarugas da costa brasileira
(ROSSI et al., 2012; ROSSI et al., 2013). Assim, foi utilizado o nimero de tumores de acordo
com as categorias de tamanho (A, B, C e D). O nimero de tumores em cada categoria foi
posteriormente usado para calcular um indice para cada individuo: Indice de
Fibropapilomatose (FPI) = (1 x FPA) + (2 x FPg) + (4 x FP¢) + (8 x FPp), onde FPx é 0
nimero de tumores em cada categoria de tamanho que foi contabilizado no individuo. O
indice de Fibropapilomatose resultante foi usado para classificar a severidade da doenga em
escores: “leve” (FPI < 50), “moderada” (50 < FPI < 100) ou “severa” (FPI > 100). Através
deste indice, individuos com o0 mesmo nimero de tumores pode ser classificado de maneira
diferente, mas procurando sempre diferenciar seu real grau de acometimento (ROSSI et al.,
2012).

Desta forma, para cada tartaruga nesse estudo foi calculado o FPI e designado um
escore da severidade da fibropapilomatose (FPS; “leve”, “moderada” ou “severa”) sendo que

nos animais sem FP a categoria designada foi “ausente”.

42  DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

A seguir sdo apresentadas informagbes sobre as localidades de procedéncia dos
animais analisados no presente estudo, e sua localizacdo geogréafica (Figura 13).
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Figura 13 - Mapa das regiGes de coleta das amostras

MINAS GERAIS

Vitoria

SAO PAULO

PARANA Ubatuba

Praia Grande

SANTA CATARINA k.

RIO GRANDE
DO SUL

Y/

Fonte: (Sanchez-Sarmiento, 2013), com edi¢do de Ralph E. T. Vanstreels e Angélica
Maria Sanchez-Sarmiento.

4.2.1 Ubatuba/SP

Ubatuba esta localizada na regido norte do estado de Sao Paulo, no sudeste do Brasil.
A area monitorada pelo TAMAR-ICMBIo na base de Ubatuba (23°26°S - 45°05°W) vai da
divisa com Paraty/RJ (norte), até o municipio de Caraguatatuba/SP (sul) totalizando 106 km
de extensdo, onde estdo localizadas cerca de 73 praias (BAPTISTOTTE, 2007).

O turismo é a atividade econdmica principal da regido, a qual também abriga uma
pequena atividade pesqueira comercial, visando principalmente o camardo (GALLO et al.,
2006). Com isto, o litoral norte do estado de Sdo Paulo apresenta caracteristicas ambientais
derivadas de atividades ndo agricolas. Os problemas ambientais existentes nessa regido estao
associados a intensa atividade turistica durante o periodo de verdo e a presenca do porto de
S&o Sebastido e o Duto e Terminais Centro Sul (DTCS). Nessa regido ndo sao encontradas
grandes inddstrias, e ndo é relatado o uso de agrotoxicos clorados na literatura (SILVA,
2009).
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Nessa regido as tartarugas-verdes sdo mais abundantes durante o inverno austral e a
primavera (GALLO et al., 2006), sendo um habitat exclusivamente de alimentacdo e
desenvolvimento para as tartarugas-verdes juvenis (BAPTISTOTTE, 2007).

A prevaléncia de fibropapilomatose no estado de Séo Paulo é de 10,73% frente a
média da prevaléncia nacional geral de 15,41% (BAPTISTOTTE, 2007).

4.2.2 Vitoria/ES

A Baia do Espirito Santo esta localizada na porcdo central do litoral do estado do
Espirito Santo, sudeste brasileiro. Nesse estado, o TAMAR-ICMBio monitora
descontinuamente 224 km de litoral, situados entre Itaunas (18°24°S; 39°42°W) ao norte, na
divisa com a Bahia e Anchieta (20°48°S; 40°38°W) ao sul. A maior parte da area monitorada
esta localizada na regido do extremo norte, uma parte na regiao costeira central, localizada na
regido da grande Vitoria e a outra area no litoral sul (BAPTISTOTTE, 2007).

Esta regido € uma area com densa urbanizacdo, com intensas atividades portuérias,
recebendo elevadas cargas de efluentes domésticos e industriais (SANTOS, 2009). E
reconhecida como uma area de alimentacdo e desenvolvimento de Chelonia mydas. A
prevaléncia de fibropapilomatose no estado de Espirito Santo é de 27,43% frente a média de
prevaléncia nacional geral de 15,41% (BAPTISTOTTE, 2007).

4.2.3 Praia Grande/SP

Esta localidade ¢ monitorada pelo projeto Biopesca, as comunidades monitoradas sdo:
Boutique de Peixes (24° 1'30.98"S; 46°24'33.61"0O) e Peixaria Ocian (24° 2'29.38"S;
46°28'51.31"0) no municipio de Praia Grande, na Baixada Santista, regido mais urbanizada e
populosa do litoral paulista. No Estado de Sdo Paulo, o Complexo Estuarino de Santos e Séo
Vicente é hoje uma das regifes mais criticas quanto a contaminacdo dos diferentes
compartimentos que integram 0s ecossistemas aquaticos - agua, sedimento e biota
(LAMPARELLLI, 2001). Esse fato ocorre porque além do saneamento bésico insuficiente, em

alguns municipios, abriga 0 maior porto da América Latina e um expressivo complexo
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industrial (CETESB, 2004) composto por portos, polos petroquimicos e siderurgicos e outras
indUstrias (SANTOS; FURLAN, 2010 ° apud FERNANDES et al., 2011, p. 141). Essa regido
constitui a maior concentracdo de problemas ambientais do pais. Suas principais fontes de
poluicdo séo as inddstrias com descarga de efluentes liquidos, atmosféricos e solidos; esgotos
domeésticos; descarga da Represa Billings; deposito de lixo doméstico e industrial; mineragdo
e ocupacéo desordenada do solo; turismo sem planejamento e o porto de Santos (DIEGUES,
2002 ® apud FERNANDES et al., 2011, p. 142).

A somatoéria desses fatores causa impactos negativos as populacdes de animais no
local, como por exemplo, aumento do indice de mortalidade das tartarugas marinhas nessa
regido, considerada uma importante area de alimentacdo para C. mydas (MARANHO et al.,
2008). Ao ndo ser uma regido monitorada pelo projeto TAMAR-ICMBIo nédo foi inclusa no
levantamento realizado por Baptistotte (2007), que caracterizou espacial e temporalmente a
fibropapilomatose em tartarugas marinhas da costa brasileira. Segundo informagdes obtidas
através do projeto Biopesca, ndo tem sido relatada a presenca de FP na regido de Praia

Grande.

4.3 COLETA E CONSERVACAO DAS AMOSTRAS

Fragmentos dos tecidos adiposo e hepatico, com aproximadamente 5 - 10 g (3 x 4cm)
foram coletados em duplicata durante o procedimento necroscopico e envelopados em folhas
de papel aluminio (SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2011). O material foi armazenado
separadamente em recipientes de aluminio (um por animal), identificado e mantido congelado
a -20 °C no Laboratério de Patologia Comparada de Animais Selvagens do Departamento de
Patologia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(LAPCOM/VPT/FMVZ/USP) até sua analise quimica.

Conforme legislagdo vigente para atividades com finalidade cientifica, este trabalho

recebeu a licenga n. 26667-1, com validade até 02/2013, emitida pelo Sistema de Autorizacdo

®SANTOS, A. L. G.; FURLAN, S.A. Manguezais da Baixada Santista, S0 Paulo — Brasil: uma bibliografia. In:
VI Seminério Latino Americano de Geografia Fisica. In: 11 SEMINARIO IBERO AMERICANO DE
GEOGRAFIAFISICA, 2., 2010, Coimbra, Portugal: Universidade de Coimbra., 2010.

® DIEGUES, A. C. Povos e 4guas; inventario de &reas imidas brasileiras. Sio Paulo; NUPAUB-USP, 2002.
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e Informagdo em Biodiversidade (SISBIO) - Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente (MMA).

4.4 DETERMINACAO DE ORGANOCLORADOS EM TECIDOS

As analises para determinacdo de pesticidas organoclorados foram realizadas no
Laboratdrio de Ecotoxicologia do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA-USP) na
cidade de Piracicaba/SP.

Conforme metodologia ja padronizada para analise de poluentes de carater organico
em tecidos de mamiferos marinhos (YOGUI, 2002), tartarugas marinhas (SILVA, 2009)
assim como para qualquer matriz de carater ambiental, o processamento do material foi feito
segundo os respectivos cuidados analiticos que incluiu: limpeza do material e uso de
reagentes apropriados, preparacdo das solucdes padrdes, preparacdo dos tecidos para analise
(extracdo e clean-up) e estimativa do peso lipidico das amostras. A partir da definicdo dessas
etapas, foi realizada a validacdo do método analitico conforme diretrizes do Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO, 2010) para validacdo de andlises
quimicas. A determinacdo (deteccdo e quantificacdo) dos pesticidas organoclorados foi

realizada através da Cromatografia Gasosa com detector de captura de elétrons (GC-UECD).

44.1 Limpeza do material

A vidraria utilizada foi lavada, sequencialmente, com solucdo Extran® Alcalino
diluido a 2% (MERCK®), 4gua em abundancia seguida de trés lavagens com &gua MilliQ e,
por fim, trés lavagens com n-hexano. As colunas de vidro utilizadas na purificacdo foram
imersas em Extran® alcalino por pelo menos 24 h e lavadas como mencionado acima; isto é
necessario para evitar contaminagdes que possam influenciar nos resultados das analises
(LIMA et al., 2003).
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4.4.2 Reagentes e materiais

Os padrdes analiticos de a-BHC, B-BHC, a-endosulfan, B-endosulfan, Sulfato
endosulfan, pp’-DDD, op’-DDD, pp’-DDE, op’-DDE, Heptacloro, Dicofol e Mirex, com mais
de 98,9% de pureza foram obtidos do Dr. Ehrnstorfer® (Augsburg, Germany) e ChemService
(West Chester, PA, USA).

Os solventes utilizados foram acetonitrila, n-hexano e tolueno foram de grau HPLC
(pureza> 98 %, J.T. Baker, Tedia Company INC® e Macron TM Chemicals®).

Durante as analises também foram empregados: sulfato de magnésio anidro (MgSQ,,
J.T Baker e Sigma-Aldrich®), amina primaria secundaria (PSA, Agilent Technologies®), silica
gel (8 mm 0,05+0,20 RS, densidade aparente (g/L) 400+440, Analyticals®, Carloerba) e
sulfato de sédio anidro (Na,SO., Mallinckrodt AR®). Quando necessario, utilizou-se agua
destilada e purificada em sistema Milli-Q Academic da Millipore.

4.4.3 Preparo das solucbes padroes

Foram preparadas solucGes estoque individuais em uma concentracdo de 1 mg/mL em
tolueno e posteriormente armazenadas a -18 °C. As solucbes de trabalho na diluicdo

apropriada foram preparadas imediatamente antes do seu uso.

4.4.4 Equipamento

Um sistema cromatografico de fase gasosa (Agilent, modelo 7890A), equipado com
um micro detector de captura de elétrons (LECD) e coluna capilar Agilent HP (30 m x 320
pum x 0.25 pum) foi utilizado para a separacdo, deteccdo e quantificacdo dos agrotoxicos
organoclorados. O software ChemStation B.04.02 foi utilizado para o controle do instrumento
e aquisicdo de dados. As condicdes de operacdo do sistema CG-pECD foram: forno com
temperatura inicial de 100 °C rampa de 210 °C a 20 °C min™ mantido por 3 min; 210 °C
rampa de 230 °C a 15 °C min™ mantido por 5 min, 230 °C rampa de 280 °C a 10 °C min™
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mantido por 3 min gas de arraste (N2) com um fluxo constante de 1 mL min™*; temperatura do
detector 300 °C, gas make-up (N,) de 39 mL min™. O tempo total da corrida analitica foi de
22,8 min.

445 Preparo das amostras

As amostras de tecidos mantidas a -20 °C até o inicio do processamento foram
descongeladas e em seguida finamente cortadas com lamina de bisturi. Posteriormente foram
homogeneizados durante aproximadamente um minuto com Ultraturrax. O preparo das
amostras para analise de agrotdxicos clorados por GC- HECD incluiu as etapas de extracdo e
clean-up; limpeza ou purificacdo das amostras, prévio a injecao no cromatdgrafo de gases. A
extracdo visa remocdo do(s) analito(s) da matriz, enquanto a etapa de clean-up foca na
eliminacdo de interferentes. Na maioria dos métodos “classicos” de analise as duas etapas
geralmente sdo separadas (LANCAS, 2004), assim foram direcionados os testes preliminares
na procura de um método iddneo para a analise dos compostos nas matrizes estudadas
garantindo um bom clean-up e boas porcentagens de recuperacdo. Conforme mostra a figura
14, foi proposto um novo método de extracdo, clean-up e analise dos compostos por
Cromatografia Gasosa (GC-UECD) para os tecidos adiposo e hepatico (SANCHEZ-
SARMIENTO et al., 2012b; a).



Figura 14 - Fluxograma do experimento analitico
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Extracéo:
1 (+0,02) g de amostra + 8 ml acetonitrila saturada com
n-hexano (18%)
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( - - - \
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coletar fragdo de acetonitrila (repetir)
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Clean-up:
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1200 mg de MgSO, + 400 mg de PSA
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Agitar 1 min, centrifugar a 4800 g por 15 mina 15 °C e

coletar 4 mL
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<

Coletar e evaporar com N, ressuspender em 1 mL de
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[ Injecéo no CG-pECD ]

Fonte: (SANCHEZ-SARMIENTO, 2013)
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Determinacao de lipideos:
Aliquota de 0,1mL da fracdo de n-

hexano para gravimetria
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4.4.5.1 Extragéo

A extracdo foi adaptada a partir do método de extracdo com acetonitrila saturada com
n-hexano (18%) (CASTILLO; GONZALEZ; MIRALLES, 2011).

O procedimento consistiu em: 1 (x0,02) grama de tecido foi pesado e colocado em
tubo Falcon® de 50 mL com base cénica. Ao tubo contendo amostra foram adicionados 8 mL
da solucdo extratora saturada. Em seguida, foi agitado em vortex durante 1 minuto e
centrifugado a 3000xg, a 5 °C por 15 min. Em seguida foi coletada a fracdo de acetonitrila
com auxilio de pipeta Pasteur e colocada num frasco, separando-a da fracdo de n-hexano.
Este procedimento foi repetido mais uma vez. No total foi usado (14 mL de acetonitrila e 3

mL de n-hexano) por amostra.

4.4.5.2 Clean-up

Primeiramente o extrato foi submetido a um pré clean-up deixando-o no ultra freezer

por 20 min, para precipitacdo da gordura e uma melhor separacédo das fases.

44521 Clean-up por d-SPE (dispersive solid-phase extraction)

Foi adaptado segundo protocolo proposto por Castillo, Gonzalez e Miralles (2011),
baseado em QUEChERS (ANASTASSIADES et al., 2003). A seguir 8 mL do extrato de
acetonitrila foi colocado em um tubo Falcon® de 50 mL contendo 1,200 mg de MgSO4 e
400mg de PSA. Procedeu-se a agitacdo em vortex por um minuto e centrifugacéo a 4800xg,
15 °C durante 15 minutos. Do sobrenadante limpo foram coletados 4 mL os quais foram
evaporados por influxo de nitrogénio até secura completa. Em seguida foi feita ressuspenséo
em 1 mL de n-hexano e o frasco passado 10 segundos em ultrasom para prosseguir com a

segunda etapa do clean-up.
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44522 Mini coluna de silica gel

Para o preparo da mini coluna de silica gel foi empregado o método descrito por
Pastor Ciscato (2008) o qual consiste em:

Preparacédo da silica gel: A silica foi seca a 120 °C por 4 h e resfriada em dessecador.
Em seguida, este adsorvente foi parcialmente desativado por adigdo de agua Milli-Q na
proporcao percentual de 1,5% em rela¢do a sua massa. Apds homogeneizacdo e agitacao por
uma hora através do equipamento TE-240 massa agitadora pendular, o material foi deixado

em repouso por 24 h e (desativado ou ndo), tendo sido armazenado ao abrigo da luz.

Preparo da coluna. Foi pesado um grama de silica gel e transferido lentamente para a
coluna (previamente lavada com n-hexano), ajustando-se o pé até a formacdo de um gel
homogéneo. Durante esse procedimento o gel deve assentar no fundo da coluna evitando a

formacéo de bolhas de ar.

Para isto deve-se agitar continuamente ao longo da mesma para que todo o ar seja
expulso, de modo a se obter uma compactacdo uniforme. A existéncia de ar entre as particulas
leva a formacdo de canais na coluna, os quais alargam as bandas eluidas. Nunca se deve
permitir que o nivel do solvente desca abaixo do nivel do adsorvente, o que poderia acarretar
rachaduras, comprometendo a eficiéncia da coluna (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). Para
isto, deve-se adicionar n-hexano aos poucos de maneira a sempre cobrir a parte final do gel.

Apds o gel estar assentado na coluna, foi adicionado 1 g de sulfato de sédio anidro
(previamente muflado a 400 °C por 4 horas). Tanto a coluna de silica gel quanto o sulfato de

sodio anidro devem ficar imersos em n-hexano.

Adicionando a amostra. Inicialmente abriu-se a torneira e retirou-se 0 n-hexano até a
altura do sulfato de sédio. Com ajuda de uma pipeta Pasteur foi colocado 1 mL da amostra e
eluido até a altura do sulfato de sodio. Foi adicionado 1 mL de n-hexano e do novo eluido até
a altura do sulfato de sédio. Todo o volume eluido até o0 momento foi descartado. Na saida da

coluna foi posicionado o frasco coletor para proceder a eluicao.
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Eluicdo da coluna: para a eluicdo da coluna foram empregados 2 eluentes, 0s quais
seriam suficientes para carregar os analitos de interesse:
eluente 1: n-hexano:tolueno (65:35) e eluente 2: tolueno (100). Procedeu-se a lavagem do
frasco que continha a amostra com 2 mL do eluente 1 e em seguida adicionou-se a coluna. Foi
eluido até a altura do sulfato de sddio e em seguida colocado mais 6 mL do eluente 1 e eluido
novamente até a altura do sulfato de sddio. Procedeu-se da mesma maneira para o eluente 2,
recolhendo o extrato no mesmo frasco. O extrato purificado obtido (aproximadamente 18 mL)

foi evaporado e ressuspendido em 1 mL de tolueno para inje¢cdo no GC-UECD.

4.4.5.3 Estimativa do peso lipidico

O peso lipidico foi calculado conforme Silva (2009), separando-se uma aliquota de
0,1mL da fracdo de n-hexano, apos etapa de extracdo. Este volume foi colocado em pequenos
frascos de vidro, previamente pesados. Apds a total evaporacdo cada frasco foi novamente
pesado e a diferenca entre a pesagem inicial e a pesagem apds a adicdo e evaporacdo da
aliquota foi utilizada no célculo da porcentagem de lipideos, através da formula abaixo:

% lipideos: residuo (mg) / massa extraida

O método da gravimetria é amplamente usado na determinacdo do teor lipidico em
amostras da biota, conforme mostram diversos estudos na area segundo Yogui (2002).

4.4.6 Validagdo do método analitico

A validacdo do método analitico foi realizada seguindo os seguintes parametros:
linearidade, efeito matriz, limites de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo, exatidao e
repetibilidade (INMETRO, 2010). A linearidade foi determinada através da analise e
construcdo de curvas analiticas. Amostras dos tecidos adiposo e hepatico de um espécimen de
C. mydas sem fibropapilomatose, proveniente da Praia Grande, Santos, uma das areas de

coleta, foram utilizadas como branco da matriz para o processo de validacdo do método.
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4.4.6.1 Andlise da curva analitica

A curva analitica ou de calibracao é construida para poder assegurar a extrapolacédo da
resposta do cromatografo as concentragdes dos analitos dentro de uma faixa apropriada.
Assim, a curva de calibracdo para os pesticidas organoclorados foi feita em relagdo a sete
pontos, nas concentracdes de 0,0005, 0,001, 0,005, 0,01, 0,02, 0,05 e 0,1ug/mL.

Os dados obtidos foram transformados em graficos, nos quais foi feita uma analise de
correlagdo. Esta seria aceitavel se r> >0.98 (CRAM; POLITE, 2002 ” apud CERON, 2004).
Todos os compostos analisados no presente estudo seguiram este procedimento. As curvas de

calibracdo para cada composto sdo apresentadas na figura 15.

"CRAM, S. P.; POLITE, L. N. How to develop, validate, and troubleshoot G. C. and HLPC Methods. CA.
USA: American Chemical Society Short Course, Agilent Technologies, 2002.
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Curvas de calibrago obtidas para cada um dos compostos em estudo
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Além disso, para cada rodada de andlises de amostras foi injetada uma curva de
calibracéo.

Dois tipos diferentes de curvas de calibracdo foram preparados por uma série de
diluicdes das solucdes estoque, uma em tolueno e outra no extrato da matriz (tecido adiposo e
tecido hepatico). Este extrato foi obtido conforme os procedimentos analiticos, descritos no
item preparo das amostras (4.4.5)

O cromatograma da curva no solvente com os doze agrotoxicos (Figura 16) mostra
que houve uma separacéo eficiente para todos os compostos em estudo. Nos cromatogramas
dos brancos das matrizes tecido adiposo (Figura 17-A) e tecido hepatico (Figura 17-B) ndo
sdo observados picos no tempo de retencdo dos compostos em estudo o qual garante a

seletividade do método.

Figura16 - Cromatograma obtido no CG—ECD da curva de calibragdo no solvente na
concentracéo de 0,1 pg mL™*
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Legenda: (1) a-BHC, (2) B-BHC, (3) Heptacloro, (4) Dicofol, (5) op’-DDE, (6) o-
endosulfan, (7) pp’-DDE (8) op’-DDD, (9) B-endosulfan, (10) pp’-DDD, (11)
Sulfato endosulfan (12) Mirex.
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Figura 17 — Cromatogramas dos brancos
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4.4.7 Quantificagdo dos analitos nas amostras

A identificacdo dos pesticidas considerou os tempos de retencdo dos picos no
cromatograma. A quantificacdo dos compostos foi feita em relagdo a area dos picos dos
padrdes. A mesma foi realizada com curvas de calibracdo feitas no extrato da matriz. O
coeficiente de correlagdo para todos os compostos estudados foram r>> 0,99. Os valores
obtidos nas equacdes da reta para cada um dos compostos foram utilizados para o célculo das
recuperacOes. Para isto também foi realizada a marcha analitica na qual se determinou o fator

de diluicdo que foi empregado na formula.

4.4.7.1 Avaliacdo do efeito matriz

Foi estudada pela comparacao dos valores da inclinagdo das duas curvas de calibragédo
feitas na matriz e no solvente. Incremento do sinal ocorre se a porcentagem da diferenca entre
as inclinac@es é positivo, e se for negativo existe supressdo do sinal analitico. Dependendo do
valor destas porcentagens, diferentes efeitos de matriz podem ser observados. Uma
porcentagem entre -20% e 20% foi considerado como ndo existéncia de efeito matriz. Um
efeito de matriz médio ocorre quando os valores estdo entre -50% e -20% ou 20% e 50%, e
um efeito forte da matriz seriam abaixo de -50% ou acima de 50% (FERNANDEZ-ALBA,

2004). As tabelas 2 e 3 apresentam os valores de efeito matriz para cada composto estudado.



69

4.4.7.2 Estudos de recuperacéo

Foram realizados fortificando 1 g de amostra de cada tecido, com a solucéo padréo dos
pesticidas em dois niveis de fortificacdo: 6 ng.g™ e 60 ng.g™* (correspondentes aos LQs e 10
vezes estes valores). Os valores de recuperacdo foram estabelecidos para cada agrotdxico,
com sete repeticdes para cada nivel de fortificacdo. Depois da fortificacdo as amostras foram
deixadas em repouso por uma hora e preparadas de acordo com o procedimento previamente
descrito no item 4.4.5.

Nos experimentos de recuperacdes realizados nesses dois niveis se obtiveram
recuperacdes que foram de 27,7% a 173,7% no tecido adiposo e de 47,7% a 186,2% no tecido
hepético, mas que para a maioria dos compostos ficaram na ordem de 70 e 120%, valores que
estdo proximos dos parédmetros estabelecidos pela Comunidade Europeia e pelo Brasil
(INMETRO, 2010). Na maior parte dos compostos analisados, os desvios padrdes relativos
das recuperagdes realizadas a zero e sete dias apds foram < 19% o qual mostra precisdo e
exatiddo do método (INMETRO, 2010; EUROPEAN COMMISSION, 2012).

Os tempos de retencdo (TR), limites de deteccdo (LD) e limites de quantificagdo (LQ)
dos agrotoxicos analisados sdo apresentados nas tabelas que resumem a validacdo do método
para cada um dos tecidos (Tabelas 2 e 3).



Tabela2 -  Resultados da recuperacdo dos agrotoxicos estudados para matriz “Tecido Adiposo”

TEMPO DE RECUPERACAO % (n:7) REPETICAO (n:7)
COMPOSTO RETENCAO EFEITO LDngg* LQngg”
(min) MATRIZ (%) 6 (ng.g™) DPR%  60(ng.g’) DPR% 60(ng.g’) DPR%
a-BHC 7.8 26,9 2 2,1 171,0 14,1 98,5 8,9 103,0 9,0
B-BHC 8,3 31,7 0,8 1,2 173,7 25,4 158,2 7.4 165,8 49
Heptacloro 9,9 32,8 3,1 5,3 148,2 26,0 65,5 6,6 68,2 18,1
Dicofol 10,7 421 13 1,6 27,7 20,1 130,5 8,1 1152 10,9
op-DDE 12,3 34,4 0,4 0,6 88,0 85,0 100,7 10,4 102,5 9,5
a-endosulfan 12,6 32,8 15 1.8 124.4 11,9 109,9 6,7 112,2 5,7
pp-DDE 133 32,0 1,9 2 131,1 235 88,0 8,4 91,3 8,8
op-DDD 13,6 31,2 0,4 0,9 116,8 53,4 121,5 5,9 123,3 6,3
B-endosulfan 14,7 31,1 0,5 0,6 129,6 6,2 120,5 37 125,7 41
pp-DDD 14,9 315 0,5 0,6 152,9 21,7 110,5 5,9 110,2 6,1
Sulfato endosulfan 16,3 31,6 0,44 0,6 81,6 21,5 121,3 5,0 124,7 53
Mirex 19,4 39,0 1,4 2,4 103,6 1125 58,4 17,2 90,7 74,8

Notas: Tempos de retencéo (TR), limites de deteccdo (LD), limites de quantificacdo (LQ) e precisdo DPR = Desvio padrao relativo.

0L



Tabela 3 -

Resultados da recuperagdo dos agrotdxicos estudados para matriz “Tecido hepatico”

TEMPO DE RECUPERACAO % (n:7) REPETICAO (n:7)
COMPOSTO RETENCAO EFEITO Dng.g® LQng.g™
(min) MATRIZ (%) 6(ng.g’) DPR% 60(ng.g’) DPR% 60(ngg’) DPR%
a-BHC 7.8 26,8 2 2,1 180,7 15,2 74,9 275 773 27,6
B-BHC 8,3 30,9 0,8 1,2 80,1 69,0 134,2 13,8 132,6 18,5
Heptacloro 9,9 40,5 3,1 5,3 147,4 31,2 56,3 36,5 60,9 355
Dicofol 10,7 44,7 13 1,6 123,3 18,0 176,9 29,1 138,1 33,4
op-DDE 12,3 30,3 0,4 0,6 151,8 38,6 107,8 13,0 1115 14,4
a-endosulfan 12,6 31,1 15 1.8 146,5 14,4 108,9 8,7 114,1 10,1
pp-DDE 133 29,8 1,9 2 132,2 58 93,5 10,5 96,4 11,3
op-DDD 13,6 29,6 0,4 0,9 138,5 9,9 116,1 16,1 112,8 18,2
B-endosulfan 14,7 29,3 0,5 0,6 145,6 438 126,7 6,5 134,2 8,9
pp-DDD 14,9 30,9 2,8 2,9 158,0 5,0 103,8 18,7 101,9 19,7
Sulfato endosulfan 16,3 26,4 0,4 0,6 186,2 16,0 124.6 8,3 117,4 121
Mirex 19,4 39,3 1,4 2,4 477 15,2 76,7 17,9 89,1 21,8

Notas: Tempos de retencdo (TR), efeito matriz, limites de deteccdo (LD), limites de quantificacdo (LQ) e precisdo DPR = Desvio padrdo relativo.

T,
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

As concentracdes dos agrotdxicos clorados >LQ (acima do limite de gquantificacdo)
foram analisadas por composto (a-BHC, B-BHC, op’-DDE, pp’-DDE, op’-DDD, pp’-DDD,
a-endosulfan, p-endosulfan, Sulfato endosulfan, Heptacloro, Dicofol, Mirex) e/ou agrupados
por estrutura molecular: *HCH (o-BHC, B-BHC), XDDT (op’-DDE, pp’-DDE, op’-DDD,
pp’-DDD), XEndosulfan (a-endosulfan, p-endosulfan, Sulfato endosulfan). A somatdria de
todos os contaminantes (XOCs) também foi avaliada.

As seguintes variaveis qualitativas foram analisadas para cada individuo: Localidade
(Vitoria, Praia Grande, Ubatuba), Contexto (Encalhe/Boiando, Pesca, Reabilitacdo), Sexo
(Macho, Fémea), Fibropapilomatose (Presente, Ausente), Escore de severidade da
fibropapilomatose (FPS: Leve, Moderada, Severa), Presenca de cada contaminante ou grupo
de contaminantes em niveis superiores ao limite de quantificacdo nos tecidos hepético e
adiposo (Presente, Ausente). As seguintes variaveis guantitativas foram analisadas para cada
individuo: Massa, em kg; Comprimento Curvilineo da Carapaga (CCC) em cm; indice de
Condicdo Corporal (ICC), em kg/cm?; indice da Fibropapilomatose (FPI); Fracéo de lipideos
nos tecidos hepético e adiposo, em %; Concentracdo de cada contaminante ou grupo de
contaminantes nos tecidos hepatico e adiposo, em ng.g™ peso imido; Concentracio total de
contaminantes (ZOCs) nos tecidos hepético e adiposo, em ng.g™* peso imido.

Média, desvio-padrdo (D.P.), minimo, primeiro quartil (Q;), mediana, terceiro quartil
(Q3) e maximo foram utilizados para descrever a distribuicdo dos dados. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para testar se os dados apresentavam distribuigdo normal.

Analises de regressdo linear foram utilizadas para avaliar a correlacdo entre duas
variaveis quantitativas: (1) Massa vs. Fracdo de lipideos, (2) ICC vs. Fracdo de lipideos, (3)
Concentracdo de cada contaminante no tecido hepatico vs. Concentracdo de cada
contaminante no tecido adiposo, (4) XOCs vs. CCC, (5) 2OCs vs. ICC, (6) XOCs vs. FPI.

Modelos lineares generalizados (GLM — General Linear Model) foram utilizados para
analisar a relevancia de diferentes fatores do historico individual (Localidade, Contexto, Sexo,
Fibropapilomatose) sobre a concentracdo de cada contaminante ou grupo de contaminantes
nos tecidos hepatico e adiposo. ComparacGes post-hoc de Tukey foram utilizadas para
identificar diferencas entre categorias para os fatores que apresentaram significAncia nos

modelos.
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Teste Qui-Quadrado ou Teste exato de Fisher foram utilizados para comparar se
diferentes fatores do histérico individual (Localidade, Contexto, Sexo, Fibropapilomatose)
apresentavam diferencas na presenca de cada contaminante ou grupo de contaminantes em
niveis superiores ao limite de quantificacdo nos tecidos hepatico e adiposo.

Testes de Mann-Whitney foram utilizados para comparar a concentragdo total de
contaminantes (XOCs) entre individuos com presenca ou auséncia de fibropapilomatose, tanto
para 0 tecido adiposo quanto hepatico. Testes de Kruskal-Wallis foram utilizados para
comparar a concentracdo total de contaminantes (XOCs) entre individuos com diferentes
escores de fibropapilomatose (FPS).

O nivel de significancia (alfa) foi de 0,05 para todos os testes. Nas analises de
regressio, a intensidade da correlacéo foi classificada em funcéo do valor de R?: “fraca” se R?

<0,4, “moderada” se 0,4 < R? < 0,6, “forte” se 0,6 < R? < 0,8, e “muito intensa” se R?>0,8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo, realizado com 64 animais, proporciona a visao mais abrangente no que se
refere & contaminacdo por POCs em tartarugas-verdes na costa brasileira. Os estudos que
relatam concentragdes de contaminantes em tecidos de tartarugas marinhas séo limitados e
muito dispersos entre os tipos de contaminantes, localizacdo geografica, espécies e tecidos
(KELLER et al., 2004b). Para uma revisdao completa, veja Pugh e Becker (2001). Esse fato
torna de carater complexo as comparagdes entre o presente estudo e os disponiveis na
literatura. Por exemplo, alguns estudos analisaram vérios tecidos em diversas espécies de
queldnios com faixas etarias e condi¢cbes de amostragem diferentes (individuos vivos ou
mortos, em circunstancias variadas (RYBITSKI; HALE; MUSICK, 1995; CORSOLINI;
AURIGI; FOCARDI, 2000; STORELLI; MARCOTRIGIANO, 2000; GARDNER et al.,
2003; KELLER et al., 2004b; INNIS et al., 2008; KELLER et al., 2004a; MONAGAS et al.,
2008; SWARTHOUT et al., 2010; VAN DE MERWE et al., 2010; LAZAR et al., 2011;
KOMOROSKE et al., 2011; LABRADA-MARTAGON et al., 2011; MALARVANNAN et
al., 2011; RAGLAND et al.,, 2011; IKONOMOPOULOU; HODGE; WHITTIER, 2012).
Além das diferengcas nas condicBes de processamento e analise amostral (utilizacdo de
metodologias ndo padronizadas para as tartarugas marinhas), podemos citar alguns trabalhos
realizados com pequeno grupo amostral e de espécies diferentes: 4 individuos (CORSOLINI;
AURIGI; FOCARDI, 2000); 9 individuos (GARDNER et al., 2003); 12 individuos
(MALARVANNAN et al., 2011).

5.1 PADRAO DE DISTRIBUICAO DE OCs NOS TECIDOS

No tecido adiposo, as concentraces (ng.g™*) de pesticidas seguiram a ordem: Dicofol
> Heptacloro > a-endosulfan > op’-DDD > -BHC > Mirex > op’-DDE > Sulfato endosulfan
> B-endosulfan > pp’-DDE > a-BHC > pp’-DDD. Ao se analisar a ocorréncia destes
compostos por grupos, maiores concentracdes (ng.g™’) foram encontradas para SHCH
(somatéria de a-BHC e B-BHC), seguida de XDDT (somatoria de op’-DDE, pp’-DDE, op’-
DDD e pp’-DDD) e, por ultimo, XEndosulfan (somatdria de a-endosulfan, B-endosulfan e

Sulfato endosulfan). As concentragdes (ng.g”) da somatéria de todos os pesticidas
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monitorados (XOCS) foram de 103,871+290,447, com um valor maximo de 2150,083. Ja no
tecido hepatico, as concentragdes (ng.g™') seguiram a ordem: Mirex > Dicofol > Heptacloro >
a-endosulfan > Sulfato endosulfan > op’-DDE> op’-DDD > pp’-DDD > B-endosulfan > pp’-
DDE > B-BHC > o-BHC. Na andlise grupal, obteve-se a seguinte resposta: XEndosulfan >
YHCH > ¥DDT, e a méxima concentracdo (ng.g™) foi encontrada na XEndosulfan. As
concentracdes (ng.g™) da OCS (54,361+99,328) foram menores no tecido hepatico quando
comparado ao tecido adiposo. O valor maximo (ng.g™) da OCS (642,953) também foi menor
no tecido hepatico. A estatistica descritiva para ambos os tecidos encontra-se disponivel nos
apéndices.

Uma grande variacdo foi observada por Keller et al. (2004b) entre individuos. Em
termos gerais, no presente estudo, as concentracfes de POPs nos tecidos de C. mydas
variaram consideravelmente em relacdo a localidade, ao contexto e ao sexo (SANCHEZ-
SARMIENTO et al., 2013a) e quando comparadas as concentragdes relatadas por outros
estudos (Tabelas 4 e 5).

O alto grau de variacdo encontrado neste estudo pode ser atribuido a fatores biéticos e
abioticos, espaciais e temporais, entre 0s quais se destacariam condic¢do corporal, estado de
salde, idade, sexo, localizacdo geografica, origem populacional, aspectos biolégicos da
espécie (habitos alimentares, comportamento migratdrio) e metabolismo dos xenobi6ticos
(transformacdo ou vias de eliminagdo), propriedades fisico-quimicas dos compostos,
exposicao recente e altos niveis de exposicdo (grau de exposicdo) podem ter influenciado a
dindmica dos mesmos além dos fatores relacionados as técnicas analiticas aplicadas (%
recuperacdo e tipo de matriz). Deve-se, também, levar em consideracdo que as metodologias
de analise ndo sdo padronizadas para as tartarugas marinhas e que ha diversas metodologias
empregadas para analise desses compostos. Todas essas variaveis tornam dificil inferir qual
delas influenciaria em maior escala a carga de contaminantes. Estes e outros fatores seréo

mais bem abordados no decorrer desta secao.
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Tabela 4 - Comparagdo das concentragdes dos pesticidas clorados nos tecidos adiposo e hepatico de diversas espécies de tartarugas marinhas relatadas na literatura vs. as concentragdes encontradas no presente estudo
Localidade Espécie/ Maturidade | Tecido (n) op-DDT op-DDE op-DDD pp-DDT pp-DDE pp-DDD DDT Fonte
Flérida, EUA C. caretta T. hepético (9) 2-100 <0,1-51 (MCKIM JR; JOHNSON, 1983)
C. mydas T. hepético (4) <10
Havai, EUA C. mydas T. adiposo (10) <LD <LD <LD <LD <LD <LD (AGUIRRE et al., 1994a)
Long Island, EUA L. kempii T. hepético (22) 29,8-547 (LAKE et al., 1994)
T. adiposo (13) 64,1-720
Atlantico Ocidental, Carolina | C. caretta T. hepético (18) <LD-3,44 <LD-458 <LD-4,08 <2-458 (RYBITSKI; HALE; MUSICK, 1995)
do Norte, Virginia, EUA T. adiposo (20) <LD-10,8 2,86-1210 <LD-35,6 206+268 (6,1-1224)
L. kempii T. hepético (3) <LD 54,2-56,8 4,94-114
T. adiposo (3) <LD-5,19 95,7-292 15,5-42,1
Mar Mediterraneo do Leste C. caretta, diversos T. hepético (4) <0,5-<0,7 49-76 <0,2-<0,5 49-77 (MCKENZIE et al., 1999)
T. adiposo (3) <2-8 376-705 <1,8-<6,6 (391-739)
C. mydas T. hepético (9) <1-21
T. adiposo (3) 2,4-19
Escécia C. caretta, diversos T. hepético (1) - 149 - 152
D. coriacea, diversos T. hepético (2) <0,6-<0,7 1,7-6,5 <0,6-<0,7 9,1-14
T. adiposo (2) <3,2-<6,2 10-57 <6,2-<8,1 14-58
Mar Adriatico do Sul, Italia C.caretta, Juvenis T. hepético (5) <LD <LD <LD 14204250 (1150-1810)* <LD (STORELLI;  MARCOTRIGIANO,
2000)
C.caretta, Fémeas | T. hepético (6) <LD <LD <LD 4104250 (250-460)* <LD
adultas
Peninsula da Baixa Califérnia, | C. mydas agassizii T. hepético (7) ND-7,8" (GARDNER et al., 2003)
México T. adiposo (7) ND-12,2°
L. olivacea T. hepético (1) 10,4
T. adiposo (1) 51%
C. caretta T. hepético (1) ND
T. adiposo (1) ND
Carolina do Norte C. caretta T. adiposo (44) 7,03+13,1* 25% 445+643*93,18% <LD 452+643 *93,18% (KELLER et al., 2004b)
L. kempii T. adiposo amarelo (10) 1544111 * 90% 2,76+4,58 * 40% 1564113 *90%
T. adiposo marrom (10) 2544332 * 100% 2,96+5,11 * 50% 257+332 * 100%
Atlantico  Ocidental, Core | C. caretta, Juvenis T. adiposo (44) 67+68,7 (<LD-287) (KELLER et al., 2004a)
Sound, Carolina do Norte,
EUA
Mar Adriético C. caretta T. hepético (11) 11,6 19,6(<LD-70,6) 40,6 (3,6-217,3) 16,9 (<LD-61,2) (PERUGINI et al., 2006)
(<LD-21,7)
T. adiposo (11) 9,5 (<LD-9,5) 32,9 (<LD-52) 280,9 (1,5-621) 26,2 (<LD-39,6)
Mar Adriético C. caretta T. hepético (19) 18,27+18,40 (STORELLLI; BARONE;
(2,32-73,61) MARCOTRIGIANO, 2007)
Ilhas Canérias, Espanha C. caretta T. hepético (23) 22,20+63,72 (<LD- | 2,78+7,74  (<LD-26,24) | 48,78+166,52 (<LD- 73,77+174,60 (MONAGAS et al., 2008)
Machos, fémeas e 250,92) 17,39% 13,04% 798,79) 30,43% (<LD-810,85) 43,47%
juvenis
T. adiposo (23) 23,99+71,23 <LD 6,79+25,58 30,75+95,33
(<LD-327,22) (<LD-121,78) 13,04% (<LD-449,01) 26,8%
21,73%
Cape Cod, Massachusetts, | L. kempii, Juvenis T. hepético (3) ND (n=3) <LD(n=1), 14 (n=1), 15 (n=1) | ND (n=2), <LQ; 10 (INNIS et al., 2008)
EUA (n=1)
Gold Coast, Australia C. mydas T. hepético (16) 0,0355+0,0137 (VAN DE MERWE et al., 2010)
(<LOD-0,1144) 68,75%
Mar Adridtico do Leste | C.caretta T. adiposo (27) 13413,9/8,7 (<LD- | 92,4+53/81 7+11,1/3,9 112,5472,3/96,4 (LAZAR et al., 2011)
(Eslovénia, Croécia) 59) 89% (19,1-282) 100% (<LD-51,1) 96% (39,3-393) 100%
Ilha Ishigaki e Kochi, Japdo C. mydas T. hepético(5) 0,008-0,27 (MALARVANNAN et al., 2011)
E. imbricata T. hepético (3) 0,56-9
C. caretta T. hepatico (4) 2-3,8/1,7-2,4
Costa Sudeste do Brasil C. mydas, juvenis T. hepético (64) 10,744+8,195 (0,814- | 10,297+4,626 (2,639- 6,435+3,768 8,456+3,253 4,249+8,503 Presente estudo
29,211) 13,948) 9,37%>LQ (2,042-13,478) (6,156-10,756) (0-39,511)
14,06%>L.Q 23,43%>L.Q 3,129%>L.Q
T. adiposo (51) 10,145+13,451 (0,747- | 13,876+15,483 (0,964- 7,007+4,873 4,233 8,114+13,723
34,915) 41,296) (1,978-20,914) 1,96%>LQ (0-69,253)
11,76%>LQ 23,52%>LQ 50,98%>LQ

Nota: Resultados expressos em média ou mediana e/ou intervalo (min.-max.) ng.g™ peso Gmido. NA: N&o analisado; ND: N&o detectado; <LD: Abaixo do limite de deteccdo; %: porcentagem de tartarugas com residuos de pesticidas detectados (% Deteccao); %
>Q: porcentagem de tartarugas com residuos de pesticidas acima do limite de quantificacdo *DDT= op-DDD, pp-DDD, op-DDE, pp-DDE, op-DDT, pp-DDT. *Resultados expressos em ng.g™ peso lipidico. Adaptado de Monagas et al. (2008). Os dados ou
estéo disponiveis na literatura ou foram calculados a partir da fonte.




Tabela 5. Comparagdo das concentracfes dos pesticidas clorados nos tecidos adiposo e hepatico de diversas espécies de tartarugas marinhas relatadas na literatura vs. as

encontradas no presente estudo.

Espécie/ Composto Font
Localidade Tecido (n) i
Maturidade o-BHC p-BHC a-endosulfan | B-endosulfan enSdL:)IsTSIt?an Heptacloro Mirex Dicofol e
C. mydas T. hepético (7) <LD ND ND-10,4* <LD
: agassizii T. adiposo (7) <LD ND-7,8 ND-65,1° <LD
PemBnS-UIa da . T. hepético (1) <LD 32 4532 (GARDNER,
alxa L. olivacea - e SUSAN C. et
Califérnia, T. adiposo (1) <LD ND 8,1 o 2003')
M, - " 3,9 .
éxico C. caretta T. he;?atlco 1) <LD ND
T. adiposo (1) <LD ND ND
C. caretta . 0,270+1,46* 0,358+1,03* 43,7462,1*
T adiposo (44) 4,55% 11,36% 88,63%
Carolina do T. adiposo 6,09+4,59* 50,8+100* * 200 (KELLER et
Norte L kempii amarelo (10) 70% 50% 5,26+6,82% 60% al., 2004b)
- Kemp T. adiposo 10,2158 41,4+68 6% 5 3416.13% 70%
marrom (10) 70% 80% T
Atlantico
Ocidental —
C. caretta, - 4,41+4,17 (KELLER et
Core S_ound, juvenis T. adiposo (44) (<LD-18.8) al., 20042)
Carolina do
Norte, EUA
Cape Cod, L. kempii,
Massachusetts, Juvenis T. hepético (3) ND ND ND ND ND ND (IN';‘(I)%S; al.,
EUA
Gold Coast 0,0247+0,0118 | 0,1065+0,0559 0,07351+0,03528 (VAN DE
Australia ' C. mydas T. hepético (16) (<LOD- (0,0151- <LOD (0,00592- MERWE et al.,
0,0922) 62,5% | 0,5861) 100% 0,35739) 100% 2010)
. 0,5+0,3/0,4
Mar Adriético . e (LAZAR et al.,
4o Leste C. caretta T. adiposo (27) (<I£;/1,2) 2011)
5,073+2,041 6,016+5,424 17’2(28;725_'083 8'0(4(3971786?63 14,819+30,285 | 18,022+12,433 | 31,596+32,140 | 88,922+175,810
T. hepético (64) | (2,246-13,356) | (1,230-25,952) 111 157) 28’016) (1,102-89,424) | (5,369-54,436) | (2,012-93,903) | (2,660-597,458)
0, 0, ! ’ 0, 0, 0, 0,
Costa Sudeste C. mydas, 76,56%>1Q 48,43%>1Q 28,12%>LQ 12,5%>LQ 12.5%1Q 3625%>1Q 243%1Q 2031%71Q Presente estudo
do Brasil Juvenis 6,667:688L | 13,105:8053 | WETIESHAT | SOUAALL | 0500416426 | 21263215301 | 2511542541139 | 1306825970
T. adiposo (51) | (2,120-48,061) | (2,338-33,931) 13é 350) 38’ 639) (0,825-61,796) | (6,256-69,921) | (4,225-2141,058) | (4,999-19,569)
84,31%>LQ 84,31%>LQ 25 49’%>LQ 11 7é%>LQ 29,41%>LQ 82,35%>LQ 31,37%>LQ 11,76%>LQ

Nota: Resultados expressos em média ou mediana e/ou intervalo (min.-méx) ng.g™* peso imido. NA: N&o analisado; ND: N&o detectado; <LD: Abaixo do limite de detecéo; %:
porcentagem de tartarugas com residuos de pesticidas detectados (% Detecgdo); % >LQ: porcentagem de tartarugas com residuos de pesticidas acima do limite de quantificagdo; *
¥chlordanos = heptacloro, heptacloro epéxido, cis-chlordane, trans-chlordane, cis-nonachlor, trans-nonachlor e oxychlordane*. Resultados expressos em ng.g™ peso lipidico. Os
dados sdo referidos como disponiveis na literatura ou foram calculados a partir da fonte.

\I
\I
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Dentre os OCs, estuda-se, com maior frequéncia, o0 grupo do
Diclorodifeniltricloroetano (DDT). Neste estudo, 0 metabdlito encontrado em maior nimero
de individuos desse grupo foi o pp’-DDE, e o metabdlito encontrado em menor proporcao
correspondeu ao pp’-DDD (Tabela 4). A tendéncia do pp’-DDE ser o metabolito
predominante tem sido verificada em outros estudos e ele chega a representar 80% dos DDTs
(LAZAR et al., 2011). O pp’-DDE é o pesticida presente em maiores concentracdes nas
tartarugas marinhas devido a sua natureza altamente persistente (LAKE et al., 1994;
RYBITSKI; HALE; MUSICK, 1995; MCKENZIE et al, 1999; STORELLI;
MARCOTRIGIANO, 2000; KELLER et al, 2004a; STORELLI; BARONE;
MARCOTRIGIANO, 2007; MONAGAS et al., 2008). No entanto, diferentes padrbes de
distribuicdo dos DDTs também foram vistos, por exemplo, em C. caretta; op’-DDD > op’-
DDT > op’-DDE no tecido hepéatico e op’-DDT > op’-DDD e op’-DDE (ND) no tecido
adiposo (MONAGAS et al., 2008). Em C. mydas agassizzi, L. olivacea e C. caretta, pp’-DDD
foi 0 maior contribuinte a XDDT e op’-DDE nédo foi detectado (GARDNER et al., 2003).
Essas diferencas podem significar capacidade metabdlica espécie-especifica e/ou exposicao
especifica em condi¢des redutivas de andxia (MONAGAS et al., 2008).

Outro fator a ser considerado é que, nos tecidos adiposo e hepatico, alguns pesticidas
podem se bioacumular, atingindo altas concentracdes, e persistir por um longo periodo no
corpo do animal (p. ex., Diclorodifeniltricloroetano (DDT) e seus metabolitos (MILTON;
LUTZ, 1997). Isto se deve as propriedades fisico-quimicas com elevado coeficiente de
particdo octanol/dgua (Log Koy) > 5 para compostos como pp’-DDE (6,5) e Mirex (7,01)
(SOLLA, 2010), ja que equivaleria a um maior grau de lipofilicidade e consequentemente, a
uma maior tendéncia em se acumular no organismo (MIRANDA-FILHO; CARMELA
MONTONE; FILLMANN, 2008), o que explicaria parcialmente os resultados (ver tabelas 4 e
5). Entretanto, fatores relativos a exposicdo ao produto (tempo e dose), informacdes na sua
maioria desconhecidas para este tipo de estudo, devem ser consideradas quando obtidas. No
presente estudo, devem ser consideradas quando obtidas. No presente estudo, o fato de ndo ter
analisado todos os isdmeros para alguns dos compostos como o DDT (ndo foram analisados
op’-DDT e pp’-DDT) nédo permite inferir se essa exposigao foi recente ou ndo.

Dentre os pesticidas organoclorados, os monitorados e detectados com maior
frequéncia tanto neste estudo quanto em diversos autores sdo Mirex, Heptacloro e HCHs. Nos
resultados relatados aqui vs. os disponiveis na literatura, foram observadas maiores
concentragdes para o e B-endosulfan e Mirex, concentracdes similares para o Heptacloro e

concentragdes menores ou maiores para o o ¢ -endosulfan (Tabela 5). N&o h4, disponiveis na
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literatura, outras informagOes sobre as concentracbes de alguns dos pesticidas aqui
pesquisados. Talvez isso se deva ao fato de ndo terem sido pesquisados ou, entdo, foram
pesquisados, mas nao foram detectados.

Obter o perfil de alguns pesticidas é mais complicado em alguns tipos de matriz
devido as baixas concentracdes detectadas nas amostras, que estdo, usualmente, abaixo dos
Limites de Quantificacdo (LQ) ou de Deteccdo (LD). Outros problemas podem estar
relacionados aos fatores analiticos, como a variacdo nas % de recuperacdo, que, noS OVOS,
pode ser de 18 a 62% em comparacdo com o0 sangue, em que pode chegar a mais de 90%. A
extracdo de poluentes organicos pode ser trabalhosa particularmente em matrizes complexas
com alto teor de lipideos e proteinas, e os métodos utilizados provavelmente requerem
algumas adaptacdes. Outra dificuldade estd na variabilidade de métodos analiticos,
porcentagens de recuperacdo obtidas e falta de informacgdes sobre os procedimentos
disponibilizados na literatura (IKONOMOPOULOU; HODGE; WHITTIER, 2012).

Outra causa potencial da variacdo entre resultados de estudos diversos é a
amostragem, uma vez que a matriz ou tipo de tecido selecionado e estado do mesmo podem
acarretar diferencas. Os resultados obtidos com amostras sanguineas refletem uma exposicao
recente a toxinas (LABRADA-MARTAGON et al., 2011). Por esse motivo, alguns estudos
como, por exemplo, os realizados em matrizes como sangue ou ovos (SWARTHOUT et al.,
2010; KOMOROSKE et al., 2011; LABRADA-MARTAGON et al., 2011; RAGLAND et al.,
2011; IKONOMOPOULOU; HODGE; WHITTIER, 2012) ndo foram considerados na
discussdo. Tecidos provenientes de carcacas de animais que vieram a Obito por alguma
doenca poderiam ter maiores concentracfes de OCs que animais vivos e aparentemente
saudaveis, portanto, a utilizacdo desse tipo de matriz poderia complicar a interpretacdo dos
dados (KELLER et al., 2004b). Desta maneira, os resultados obtidos no presente estudo
devem ser interpretados com cuidado, pois algumas amostras vieram de animais encalhados,
as vezes em condi¢cdes corporais pobres e desconhecendo-se a data exata e causa do 6bito.
Contudo, considerando que as tartarugas marinhas sdo espécies ameacadas € a obtencdo de
amostras costuma ser oportunista, optou-se por dar um maior aproveitamento utilizando
amostras de animais avaliados como com o&bitos mais recentes (mais “frescos”). Estudos

futuros examinardo mais de perto a influéncia disto sobre os resultados.
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5.2 RELACAO ENTRE PORCENTAGEM DE LIPIDEOS E A CONDICAO DO
ANIMAL

Houve significativa correlacdo entre a massa corporea do animal e a porcentagem de
lipideos no tecido adiposo (P<0,0001, R?=0,5385) e no tecido hepatico (P=0,0009,
R?=0,2786) (Figura 18), assim como entre o indice de condicdo corporal (ICC) e a
porcentagem de lipideos no tecido adiposo (P<0,0001, R?=0,4355) e no tecido hepatico
(P=0,0490, R?=0,1093) (Figura 19). Sendo a condicdo corporal importante para avaliar o
estado geral do animal — e também a perda ou ganho de massa corpdrea, uma vez que 0S
lipideos sdo mobilizados a partir dos tecidos de depésito ou vice-versa, podendo alterar
drasticamente as concentracdes dos contaminantes —, poder-se-ia esperar que animais com
melhor condicdo corporal e maior porcentagem de lipideos apresentassem maiores cargas de
contaminantes (ROUTTI et al., 2010). O principal fator biético que pode influenciar a
toxicidade de um composto lipofilico é o contetdo lipidico do organismo. Animais com altos
conteldos de lipideos podem acumular e tolerar maiores concentragdes de compostos
quimicos, pois os poluentes lipofilicos sdo armazenados no tecido adiposo e, por isso, estdo
menos disponiveis para atingir 6rgdos e receptores. Em contraste, animais emaciados, que
teriam mobilizado suas reservas lipidicas, estariam mais suscetiveis aos efeitos toxicos, como
resultado da remobilizacdo de poluentes (GEYER et al., 1994° apud RYBITSKI; HALE;
MUSICK, 1995, p. 383).

8 GEYER, H. J. et al. The relevance of aquatic organisms lipid content to the toxicity of lipophilic chemicals:
toxicity of lindane to different fish species™. Ibid., v. 28, p. 53-70, 1994.



Figura 18 - Correlacgdo entre a massa corporea e a porcentagem de lipideos nos tecidos adiposo e hepatico
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5.3 COMPARACAO DA DISTRIBUICAO DOS OCs NOS TECIDOS ADIPOSO E
HEPATICO

Houve uma correla¢do significativa entre a porcentagem lipidica das amostras de
tecido adiposo e hepético (P<0,0001, R?=0,5859) e entre as concentracdes do tecido adiposo e
hepético de a-BHC (P=0,0001, R?=0,3672) e de Heptacloro (P<0,0001, R°=0,7984) (Figura
20). Esta ultima, porém, ndo foi significativa para B-BHC (P=0,2771), pp’-DDE (P=0,7222),
a-endosulfan (P=0,6350), Sulfato endosulfan (P=0,2951), Dicofol (P=0,5155) e Mirex
(P=0,9734), e também ndo pOde ser testada para op’-DDE, op’-DDD, pp’-DDD e B-
endosulfan, devido a insuficiéncia de animais com concentracfes quantificaveis em ambos 0s

tecidos.

Figura 20 - Correlagdo entre as concentragcbes nos tecidos adiposo e hepatico dos pesticidas o-BHC e
Heptacloro
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Com relagdo aos grupos de pesticida, houve correlagdo significativa entre as
concentracdes dos tecidos adiposo e hepético para *OCS (P<0,0001, R?=0,9733) (Figura 21).
Por outro lado, a correlagcdo ndo foi significativa para XHCH (P=0,305, R?=0,0920), =DDT
(P=0,2940) e XEndosulfan (P=0,6546).
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Figura 21 - Correlagdo entre as concentragdes nos tecidos adiposo e hepéatico de ZOCS
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Os POPs tém acumulacao de tecido especifica em funcéo das variaveis fisico-quimicas
dos diferentes compostos que afetam sua assimilacdo e metabolizacdo em tecidos diversos
(VAN DE MERWE et al., 2010). O tecido adiposo teria 0 maior conteudo lipidico e a maior
porcentagem de triglicerideos, 0 que sugere que este seja o tecido preferencial para monitorar
a contaminacdo por OCs nas tartarugas marinhas (RYBITSKI; HALE; MUSICK, 1995).
Além disso, as concentra¢des dos contaminantes no tecido adiposo sdo menos influencidveis
gue no sangue, se forem considerados, por exemplo, processos como migracao, reproducdo e
disfuncdo na saude dos animais (KELLER et al., 2004b).

Sendo assim, o padrao relatado para a distribuicdo de OCs, como os DDTs em tecidos
de tartarugas marinhas, apresentaria a seguinte tendéncia: tecido adiposo > tecido hepatico >
tecido muscular (RYBITSKI; HALE; MUSICK, 1995; MCKENZIE et al., 1999), conforme
observado neste estudo, em que as maiores concentracGes foram descritas para o tecido
adiposo. No entanto, em um estudo realizado com animais que apresentavam caquexia severa,
as maiores concentracdes de EDDT foram encontradas no tecido hepatico e ndo no tecido
adiposo, o0 que indica que as tartarugas teriam passado por um periodo prévio de
remobilizacdo de lipideos e de contaminantes (MONAGAS et al., 2008). Essa tendéncia
também foi observada no estudo desenvolvido com C. mydas na Australia, em que o tecido
hepéatico apresentou as maiores concentragdes detectaveis de POPs em peso Umido (37%)
(VAN DE MERWE et al., 2010).
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No presente estudo, puderam-se observar correlagdes nas concentragdes de OCs nos
tecidos adiposo e hepatico conforme descritas por Keller et al. (2004a) em C. caretta, e no
estudo realizado por Gardner et al. (2003) com C. mydas, C. caretta e L. olivacea, no Oceano
Pacifico. Os compostos lipofilicos seriam sequestrados da circulagdo sanguinea e depositados,
preferencialmente, nos tecidos com alto teor de gordura, podendo ser remobilizados quando
0s depositos de gordura sdo reduzidos por demanda energética ou situacfes adversas a saude
(RAGLAND et al., 2011).

54 RELACAO ENTRE OS ORGANOCLORADOS E HISTORICO DO ANIMAL
(QUANTITATIVO)

Modelos lineares generalizados (GLM — General Linear Model) foram utilizados para
analisar a relevancia de diferentes fatores do historico individual sobre a concentracdo de cada
pesticida: localidade (Vitéria/ES, Praia Grande/SP, Ubatuba/SP); contexto (encalhe ou
boiando, pesca, reabilitacdo); sexo (macho, fémea) e Fibropapilomatose (presente, ausente).
Os seguintes pesticidas ndo puderam ser incluidos nas analises, devido a insuficiéncia de
animais com concentragdes acima do limite de quantificacdo em ambos os tecidos: op’-DDE,
op’-DDD, pp’-DDD, B-endosulfan, Sulfato endosulfan e Dicofol. Pelo mesmo motivo, Mirex
e pp’-DDE néo puderam ser incluidos nas analises.

As tabelas 6 e 7 resumem os valores de P para os diferentes fatores do historico
individual (os valores com diferenca significativa estdo marcados em cinza), assim como o
valor de S e R? para 0 modelo linear generalizado de cada pesticida. Para os casos em que o
fator do histérico individual teve influéncia significativa sobre a concentracdo de um
pesticida, analises post-hoc de Tukey foram utilizadas para identificar as diferencas entre as
categorias. A tabela 8 apresenta as concentracdes dos pesticidas analisados (média + desvio
padrdo; ng.g™') nas diferentes categorias para os fatores do histérico individual (letras

diferentes sobrescritas indicam diferenca significativa).



Tabela 6 - Valores de P, S e R? para os diferentes fatores do histérico individual no modelo linear generalizado de cada pesticida no

tecido adiposo

Tecido Adiposo

0-BHC B-BHC pp’-DDE

Localidade 0,951
Contexto 0,430
Sexo 0,632

Fibropapilomatose 0,387

S 6,894
R? 0,036

0,089

0,164
0,565

6,860
0,273

a-endosulfan Heptacloro XTHCH
0,466 0,123 0,089
0,423 0,456 0,382
0,780 0,211 0,179 0,083
0,237 _ 0,367 0,837
5,422 23,018 13,407 13,179
0 0,610 0,245 0,068

XDDT XEndosulfan X0CS
0,056
0,156 0,095 0,402
0,527 0,998 0,116
13,417 24,497 277,863
0,081 0,148 0,125

Notas - Cinza: valores com diferenca significativa; resultados expressos em ng.g™" peso Gimido; 0: valor numérico nulo.

Tabela7 - Valores de P, S e R? para os diferentes fatores do histérico individual no modelo linear generalizado de cada pesticida no

tecido hepético

Tecido Hepatico

a-BHC B-BHC
Localidade 0,918
Contexto 0,548 0,959
Sexo 0,720 0,110
Fibropapilomatose 0,424 0,338
S 2,099 4,889
R? 0 0,199

a-endosulfan
0,460

17,737
0,621

Heptacloro  Mirex

0,210
0,294
0,070

11,196
0,212

XHCH ZXDDT XEndosulfan  XOCS
0,857 0,356 0,646 0,867 0,934
0,954 0,943 0,699 0,163 0,299
0,931 0,640 0,708 0,337 0,623
0,855 0,484 0,165 0,651 0,555
228,435 6,609 8,405 22,762 101,615
0 0,007 0,058 0 0

Notas - Cinza: valores com diferenca significativa; resultados expressos em ng.g™ peso Gmido; 0: valor numérico nulo.

G8



Tabela 8 - ConcentracOes dos pesticidas analisados (média = desvio padrdo) nas diferentes categorias para os fatores do historico

individual
Tecido adiposo Tecido hepatico

p-BHC a-endosulfan  XDDT YEndosulfan XOCS B-BHC a-endosulfan  Heptacloro
Localidade
Praia Grande/SP 293+0,61" 11,9+128"  2,96+3,06 48 11,0+8,89” 943+106” 994+53°
Ubatuba/SP 33,7+579”8 821+178"B 161+406" 402+2538% 170+224% 149+141°8
Vitoria/ES 391+227% 393+534B 161+238°B 568+327"8 313+532"% 228+124"%
Contexto
Encalhe/boiando 20,3+929” 342+576"
Pesca 112+6,898% 298+0,57A8
Reabilitagio 100+433"% 198
Sexo
Macho 402 +614%
Fémea 13,1+17,38
Fibropapilomatose
Presente 479+ 76,64 16,4+ 464"  66,5+846" 57,9+ 754"
Ausente 5,02 +5,87°8 445+1118%  1263+3615° 22+16,4°8

Notas - Letras sobrescritas diferentes indicam diferenca significativa ao teste post-hoc de Tukey. Resultados expressos em ng.g”’ peso dmido.
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55 RELACAO ENTRE OS ORGANOCLORADOS E HISTORICO DO ANIMAL
(LIMITE DE QUANTIFICACAO)

A tabela 9 resume a porcentagem dos animais dentro de uma categoria de historico
individual que apresentava concentracGes acima do limite de quantificacdo (LQ) para cada
pesticida. O que estd marcado em cinza indica que houve diferenca significativa entre as
categorias de um mesmo fator do historico individual (teste Qui-Quadrado para Localidade e
Contexto; teste exato de Fisher para Sexo e Fibropapilomatose). Os resultados apontam que
0s 12 pesticidas organoclorados monitorados foram detectados em pelo menos uma (1)

amostra ou mais.



Tabela 9 - Porcentagem dos animais dentro de uma categoria de historico individual com concentra¢des acima do LQ para cada pesticida
Localidade Contexto Sexo Fibropapilomatose

Composto Praia Grande/SP Ubatuba/SP  Vitéria/ES | Encalhe/boiando Pesca Reabilitagdo | Macho  Fémea | Presente  Ausente
Tecido adiposo (n=51)
o-BHC 100% 80% 73% 75% 89% 88% 89%
B-BHC 100% 80% 73%
op’-DDE 6% 10% 20% 7% 13%
pp’-DDE 51%
op’-DDD 38% 25% 7% 13% 33% 13% 17% 26% 21% 24%
pp’-DDD 0% 0% 7% 6% 0% 0% 0% 2% 7% 0%
a-endosulfan 38% 25% 13% 31% 26% 13% 33% 26% 21% 27%
f-endosulfan 6% 15% 13% 19% 7% 13% 17% 12% 21% 8%
Sulfato endosulfan 25% 25% 40% 38% 26% 25% 0% 35% 43% 24%
Heptacloro 75% 85% 87% 88% 85% 63% 83% 84%
Dicofol 44% 33% 0% 17% 33% 50% 24%
Mirex 0% 10% 27% 25% 7% 0% 17% 12% 21% 8%
Tecido hepatico (n=64)
a-BHC 88% 73% 73% 65% 87% 70% 80% 75% 67% 83%
B-BHC 44% 62% 36% 52% 42% 60% 30% 53% 38% 55%
op’-DDE 25% 8% 14% 9% 16% 20% 10% 14% 8% 18%
pp’-DDE 44% 12% 23% 22% 32% 0% 10% 27% 17% 28%
op’-DDD 19% 12% 0% 4% 16% 0% 10% 10% 0% 15%
pp’-DDD 6% 4% 0% 0% 6% 0% 0% 4% 0% 5%
a-endosulfan 44% 27% 18% 17% 39% 20% 30% 27%
f3-endosulfan 6% 12% 18% 17% 6% 20% 20% 12% 13% 13%
Sulfato endosulfan 19% 8% 14% 9% 16% 10% 10% 12% 13% 13%
Heptacloro 57% 61% 40% 50% 61% 71% 48%
Dicofol 31% 12% 32% 26% 26% 10% 0% 29% 33% 18%
Mirex 25% 23% 14% 17% 26% 10% 10% 22% 8% 28%

Nota - Cinza: diferenca significativa.
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Por terem sido encontradas poucas diferencas significativas nos fatores de histérico
individual para alguns dos compostos, ndo é possivel estabelecer um padréo. Desta maneira, é
dificil afirmar qual fator poderia ter tido maior peso sobre os resultados. Como colocado nos
outros tépicos, multiplos fatores podem ter influenciado vastamente os resultados, a seguir

alguns deles séo analisados.

Localidade

Foi observada a seguinte variagcdo nas concentragdes: Ubatuba/SP > Vitoria/ES> Praia
Grande/SP para a-endosulfan adiposo; Praia Grande/SP > Ubatuba/SP > Vitéria/ES para
YDDTs adiposo; Ubatuba/SP > Praia Grande/SP > Vit6ria/ES para XEndosulfan adiposo;
Praia Grande/SP > Vitoria/ES > Ubatuba/SP para B-BHC hepatico; Vitdria/ES > Ubatuba/SP
> Praia Grande/SP para a-endosulfan hepatico; Vitdria/ES > Praia Grande/SP > Ubatuba/SP
para Endosulfan hepético (Tabela 8). Tartarugas de Vitoria/ES apresentaram concentracdes
quantificAveis de Heptacloro e Dicofol com maior frequéncia que tartarugas de Praia
Grande/SP e Ubatuba/SP. Ja para o pp’-DDE, a tendéncia foi Praia Grande/SP > Vitoria/ES >
Ubatuba/SP (Tabela 9).

Com relacdo as localidades, diferengas regionais podem ser influenciadas pelas
condicBes do habitat, como as correntes e ressurgéncias maritimas e as atividades agricolas
(LABRADA-MARTAGON et al., 2011), que podem expor os individuos a diferentes
misturas de poluentes e alimentos (RAGLAND et al., 2011). Talvez por isso tenham sido
encontrados diferentes padrdes de concentracdo dos compostos nas trés localidades analisadas
(a-endosulfan, EDDT e XEndosulfan nos tecidos adiposo, e B-BHC, a-endosulfan e
Heptacloro no tecido hepético).

A separacdo das tartarugas marinhas por localidade, levando-se em conta as
concentracdes de contaminantes no sangue, por exemplo, sugerem diferencas no habitat e nas
condicBes ambientais, particularmente por causa das atividades agricolas (LABRADA-
MARTAGON et al., 2010b; LABRADA-MARTAGON et al., 2010a). Diferengas regionais,
como grandes &reas de industrializacdo, uso diferencial dos solos (agricola vs. urbano),
grandes concentracdes humanas e grandes bacias hidrogréficas influenciam notoriamente a
carga de contaminacdo (RAGLAND et al., 2011). Embora nem todos os OCs sejam utilizados
com a mesma intensidade ao redor do mundo, tendo sido banidos ou tendo seu uso
restringido, € documentado que, devido a sua natureza, podem atingir qualquer regido do
planeta através da circulacdo atmosférica (MIRANDA-FILHO; CARMELA MONTONE;
FILLMANN, 2008).
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Fidelidade sazonal e comportamentos de tartarugas juvenis sugerem que os niveis de
contaminantes estariam relacionados ao seu local de alimentacéo preferencial (RAGLAND et
al., 2011). Assim, niveis de POPs em tartarugas marinhas refletiriam a contaminacdo de seus
habitats de forrageio, o qual seria dependente das fontes locais de contaminacdo (VAN DE
MERWE et al., 2010). A ampla diversidade nos habitats de distribuicdo dos quelonios
marinhos predispde a diferencas na exposicdo, pois alguns deles se alimentariam em regides
mais contaminadas, enquanto outros se alimentariam em locais mais limpos.

A ingestdo é, provavelmente, a maior via de exposicdo aos contaminantes para as
tartarugas. Fontes de contaminacdo incluiriam alimentos contaminados e ingestdo do
sedimento durante a alimentacdo (RYBITSKI; HALE; MUSICK, 1995). A via predominante
de exposicdo a contaminantes bioacumulavéis no ambiente marinho se da através da
transferéncia tréfica. Habitats com diferentes tipos de forrageio resultam, por sua vez, em
diferentes perfis de contaminacdo atraves do alimento, o que poderéa ser observado conforme
ascendemos na cadeia trofica (RAGLAND et al., 2011), por exemplo, as tartarugas marinhas
com habito alimentar carnivoro seriam mais susceptiveis de serem afetadas por toxicos
ambientais (MILTON; LUTZ, 1997). O indice de contaminacdo varia entre as diferentes
espécies de tartarugas marinhas (C. caretta > C. mydas > D. coriacea) tanto no Mar
Mediterraneo como no Oceano Atlantico (MCKENZIE et al., 1999). Por sua vez, no estudo
realizado no Oceano Pacifico, concentragdes de OCs nos tecidos da tartaruga oliva foram
maiores que as detectadas nas tartarugas-verdes e cabecudas (GARDNER et al., 2003).

Em répteis como as tartarugas, processos biologicos sdo regulados em funcdo da
temperatura e suas variagdes podem exercer papel importante nos padrdes localidade
especifico. Por isso, futuros estudos que procurem entender melhor a assimilagdo,
transformacéo e eliminacdo de certos poluentes nessas espécies sao requeridos (RAGLAND
etal., 2011).

Em suma, o local de forrageio dos individuos pode influenciar a exposicdo e 0s
padrbes de POPs em espécies altamente migrat6rias como as tartarugas marinhas. Além disso,
deve-se levar em consideracdo a origem dessas populagdes e o padrdo migratdrio da espécie,
uma vez que a exposicao aos poluentes varia conforme a distancia de migracao das tartarugas
marinhas (RYBITSKI; HALE; MUSICK, 1995). Sem conhecer exatamente a historia
migratoria dos individuos e a exposicdo prévia aos contaminantes, apenas pode-se elaborar

uma possivel explanacdo (KELLER et al., 2004b).
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Sexo

Observou-se que machos apresentaram concentracGes mais elevadas de a-endosulfan
hepatico (Tabela 8). Por outro lado, fémeas apresentaram concentra¢@es quantificaveis de o-
BHC com maior frequéncia que machos (Tabela 9).

Pelo seu potencial de bioacumulacédo, as concentragdes de OCs exibem aumento de
acordo com a idade do animal. Porém, fémeas em idade reprodutiva podem transferir cargas
de contaminantes através dos ovos, 0 que resultaria em menores niveis de OCs em fémeas
adultas que nos machos (LAZAR et al., 2011). Os individuos que compuseram o0 “n”” amostral
do presente estudo eram todos juvenis e, com isso, ndo foram verificadas maiores diferencas
nas concentragdes de OCs entre machos e fémeas, apenas para o a-endosulfan. Dados
semelhantes foram encontrados em Caretta caretta, segundo Keller et al. (2004b), e também

em outro estudo realizado no Mar Adriatico com a mesma espécie (LAZAR et al., 2011).

Contexto

Observaram-se concentragdes mais elevadas de B-BHC e a-endosulfan na ordem de
proveniéncia encalhe-boiando > pesca > reabilitacdo (Tabela 8). Outras concentragdes
quantificveis de B-BHC foram detectadas com maior frequéncia na ordem reabilitagdo >
pesca > encalhe-boiando. Para o composto pp’-DDE, seguiu-se a ordem pesca > reabilitagdo>
encalhe-boiando (Tabela 9).

Segundo Van der Merwe et al. (2010), existiria uma diferenca no perfil de POPs entre
tartarugas saudaveis e debilitadas de vida livre, ou seja, entre os individuos saudaveis
capturados por pesca, as tartarugas debilitadas que vieram a 6bito durante o tratamento ou
aquelas encontradas encalhadas na praia ou boiando. Quando as tartarugas estdo debilitadas,
geralmente apresentam-se com afagia (VAN DE MERWE et al., 2010) e mobilizam reservas
lipidicas do seu corpo para obtencdo de energia. Isto foi observado durante exame
necroscopico de alguns dos individuos que apresentaram severa deplecdo do tecido adiposo.
Portanto, a concentracdo de POPs em um organismo estaria mais fortemente relacionada a
condigdo corporal que ao contexto. No presente estudo, foram observadas diferencas
unicamente para o a-endosulfan e o B-BHC no tecido adiposo em relagéo ao contexto, ou seja,

a maneira como o animal foi encontrado.

FP
Observou-se que tartarugas com Fibropapilomatose apresentavam concentragdes mais

elevadas de a-endosulfan adiposo, XEndosulfan adiposo e a-endosulfan hepatico. Por outro
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lado, ao contrério do que se esperava, constatou-se que as concentracbes de XOCS adiposo
foram mais elevadas nas tartarugas sem Fibropapilomatose (Tabela 8). As demais tartarugas
com FP apresentaram concentracdes quantificaveis de Heptacloro e op-DDE com maior
frequéncia que tartarugas sem FP; entretanto, o oposto ocorreu para -BHC e a-endosulfan
(Tabela 9). Isto poderia ser parcialmente explicado se considerarmos que individuos com FP
apresentam, na maior parte das vezes, boa condi¢do corporal, sem diferencas significativas
em comparacéo aos animais sem FP (SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2013b).

5.6 CORRELACAO ENTRE CCC E ICC VS. ZOCS

No presente trabalho, todos os animais analisados foram juvenis (CCC=38,68+5,41
cm) e 57,5 cm o CCC méximo registrado, ndo foi encontrada correlagéo significativa entre a
concentracdo total de organoclorados (XOCS) e o comprimento curvilineo da carapacga (CCC)
tanto no tecido adiposo (P=0,5190, R?=0,0067) quanto no tecido hepético (P=0,6918,
R?=0,0025) (Figura 22). No entanto, em um estudo realizado no Mar Adriatico com C.
caretta, as concentracdes dos POPs pp’-DDD, pp’-DDT e a-BHC apresentaram incremento
conforme o aumento do CCC (LAZAR et al., 2011) e entre alguns POPs com o CCC em
machos adultos da mesma espécie (RAGLAND et al., 2011). A explicacdo para correlagdes
com tamanho seria a de que as tartarugas maiores, que tém maior atividade migratoria,
precisariam consumir grandes quantidades de alimento para manter as demandas metabdlicas
e, consequentemente, teriam maior acimulo de contaminantes. Outra hipétese é que conforme
0 animal cresce, acontece o fendmeno de diluicdo (RAGLAND et al., 2011). No entanto, é
provavel que a tendéncia da diminuicdo das concentracBes ndo se deva unicamente ao
fendmeno de diluicdo, mas também ao tamanho amostral (KELLER et al., 2004b). Sugere-se,
também, que poderia haver reducdo nos niveis de contaminacdo das tartarugas, como na C.
mydas, em fungdo da idade, pelas mudancas de habitos alimentares nas respectivas fases de
evolucdo, ou seja, de hébito carnivoro nos primeiros estagios de desenvolvimento passando a
habito herbivoro quando juvenis e adultos (MCKENZIE et al., 1999; SAKAI et al., 2000b;
SAKAI et al., 2000a).

A condigdo corporal nos animais marinhos esta sujeita a mudancas durante os Vvarios
estagios da vida e diferentes estresses como doenca, migracdo, reproducao e disponibilidade

dos recursos alimentares. Na mobilizacao de lipideos associada a perda de peso, pode ocorrer
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redistribuicdo de OCs a outros tecidos. Em situacdo contréria, a retencdo de OCs no tecido
adiposo resultaria no aumento das concentragdes (YLITALO et al., 2005). Diferente do
esperado, nao houve correlacdo significativa entre a concentracdo total de organoclorados
(2OCS) e o indice de condicdo corporal (ICC) no tecido adiposo (P=0,6645, R*=0,0031).
Uma fraca correlacdo positiva foi encontrada para as concentragcbes no tecido hepatico
(P=0,0184, R?=0,0877, coeficiente=103,2 + 42,6) (Figura 22). Em tartarugas-verdes
estudadas em dois habitats diferentes na Peninsula da Baixa California, México, uma
tendéncia similar foi encontrada, ndo existindo diferencas significativas entre aparéncia fisica
(animais com lesBes e animais saudaveis) entre as classes de tamanho: (A) Juvenil, (B)
Subadulto e (C) Adulto vs. concentracio de OCs (LABRADA-MARTAGON et al., 2011),
embora a avaliacdo corporal tenha sido realizada de maneira subjetiva diferentemente da
analise realizada no presente estudo, no qual foi definido um indice de condicdo corporal
(ICC). Analises previas indicaram que a utilizagdo deste indice traria um resultado mais
acurado (SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2012e; SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2012¢).
Informacdes obtidas a partir de outro estudo realizado nas lIlhas Canéarias com
espécimes de C. caretta, avaliadas em duas categorias de condicéo corporal, demostraram que
animais emaciados apresentavam maiores concentragdes de IDDT no tecido hepatico
(98,56+55,3 ng.g™) que no adiposo (15,31+45,56 ng.g™') vs. animais em condigdes de massa
corporea regular (normal), os quais mostraram maiores concentracdes no tecido adiposo
(42,97+75,3 ng.g™) seguido pelo hepatico (36,36+52,58 ng.g') (MONAGAS et al., 2008).
Em estudo realizado por Keller et al. (2004a), a condicdo corporal foi negativamente

correlacionada com o Dieldrin no sangue.
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Figura 22 - Correlagdo entre ZOCS e CCC e entre ZOCS e ICC, para ambos tecidos
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Legenda: Uma fraca correlacéo positiva foi encontrada entre XOCS e o ICC no tecido hepatico.

5.7 CORRELACAO ENTRE FIBROPAPILOMATOSE VS. OCS

N&o houve diferenca significativa entre a concentracdo total de organoclorados

(XOCS) em tartarugas com ou sem fibropapilomatose, tanto para o tecido adiposo (Mann-
Whitney, P=0,5173) como para o tecido hepatico (Mann-Whitney, P=0,8298) (Figura 23).

Figura 23 - Comparagdo da XOCS nos tecidos adiposo e hepatico. Ndo houve diferenca significativa entre a
concentragdo total de organoclorados (XOCS) em tartarugas com ou sem fibropapilomatose
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Conforme apresentado nas figuras 24 e 25, ndo foi possivel identificar correlagéo

significativa entre o indice de fibropapilomatose (IFP) e a concentracdo total de

organoclorados (2OCS) no tecido adiposo (regressdo linear R?=0,0104; quadratica
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R?=0,0383; clbica R?=0,1675) e tecido hepético (linear R?*=0,0010; quadratica R*=0,0012;

ctbica R?=0,0092).
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Figura 24 - Correlacéo entre o IFP e ZOCS nos tecidos adiposo e hepat
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Figura25- Correlacdes entre o IFP e XOCS nos tecidos adiposo e hepético
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N&o foi encontrada diferenca significativa na concentragdo total de contaminantes

(X0OCS) entre os diferentes escores de severidade da Fibropapilomatose (leve, moderada,

severa) no tecido hepéatico (Kruskall-Wallis; P=0,4219) e no tecid

(Figura 26).

0 adiposo (P=0,3172)
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Figura 26 - Correlag&o entre XOCS e FPS
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Correlagbes entre alguns poluentes ambientais e FP também ndo foram
encontradas em estudo realizado no Havai, onde os resultados ficaram abaixo do LD
(AGUIRRE, A. A. et al., 1994a). No estudo realizado por Silva (2010) com tartarugas-verdes
oriundas das regibes sul e sudeste do Brasil, ndo foram detectados os pesticidas
organoclorados monitorados. Miao e colaboradores (2001) detectaram um tipo especifico de
POPs, denominado Bifenilas Policloradas (PCBs), nos tecidos hepatico e adiposo de trés (3)
individuos da espécie Chelonia mydas, mas nao foi possivel fazer comparagdes estatisticas
devido ao “n” reduzido (n=1) nas categorias (sem tumores, moderada, severa). Em contraste,
0 trabalho desenvolvido na espécie do lobo-marinho Zalophus californianus, que demonstrou
associacao entre OCs e neoplasia, modelos de regressao logistica exploraram a possibilidade
dos OCs contribuirem para a mortalidade dos lobos-marinhos com carcinoma, pois estes
tinham maiores concentracbes de DDTs (30% a mais) que os individuos sem carcinoma
(YLITALO et al., 2005).

Mesmo que as tartarugas marinhas acumulem menores concentragdes de OCs, se
comparadas a outras espécies, esses compostos afetam a saude delas e refletem em uma ampla

variedade de fungdes bioldgicas, como imunidade e homeostase de proteinas e jons. E pouco
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provavel encontrar indicios do efeito agudo dessas concentracdes, mas os efeitos crénicos
sobre a imunidade ndo podem ser descartados (RYBITSKI; HALE; MUSICK, 1995), pois é
possivel que efeitos adversos nos individuos estejam ocorrendo mesmo quando os indicadores
de saude caem nos intervalos de referéncia da populacdo. As tartarugas marinhas poderiam
adaptar-se para manter a homeostase, mas pequenas alteracdes poderiam resultar em impactos
acumulativos sobre a satde animal (KELLER et al., 2004a). Pesquisas epidemioldgicas tém
associado a presenca de residuos teciduais a maior prevaléncia de infec¢bes e disfuncGes
fisioldgicas em varias espécies de animais marinhos (JEPSON et al., 1999; JENSSEN et al.,
2003). Estas e outras alteracBes bioldgicas, ou estresses gerados pelos poluentes no
organismo, podem ter um papel importante na dindmica de doengas, como no caso da FP.

Os efeitos bioldgicos dos OCs tém demonstrado ser espécie-dependente e o
desenvolvimento de pesquisas sobre estes nos sistemas bioldgicos das tartarugas marinhas
poderiam prover mais informacBes a respeito da ameaca que representam a recuperacdo
dessas espécies (RYBITSKI; HALE; MUSICK, 1995). Os niveis tdxicos dos contaminantes
quimicos e seus efeitos adversos em tartarugas marinhas, em curto e em longo prazo
(dinamica de populagdes), sdo pouco conhecidos (LABRADA-MARTAGON et al., 2011). De
igual maneira, as inter-relagbes de misturas complexas dificultam o discernimento do
composto que pode ser o responsavel pelos efeitos adversos. Deste modo, como as
concentragcfes seguras ndao foram estabelecidas e os estudos toxicologicos relativos a esses
poluentes em répteis sdo escassos, é dificil avaliar o impacto dos OCs nos niveis observados
neste trabalho. Portanto, torna-se indispensavel definir verdadeiros intervalos de referéncia
que possam ser utilizados como indicadores de satide em populac¢Ges de tartarugas marinhas.

Os herpesvirus estdo associados ao aparecimento de neoplasias em muitas espécies
animais como, por exemplo, nos anfibios (MCKINNELL; CARLSON, 1997). Porém, outros
fatores como predisposicdo genética, diversas infeccGes e exposicdo a compostos quimicos
s80 necessarios para seu desenvolvimento, como € o caso da Fibropapilomatose em C. mydas
(LACKOVICH et al., 1999). Assim, a hipdtese de que os OCs tenham alguma relagdo com a
doenca ndo pode ser descartada pelos seguintes motivos: (A) diversos estudos tém
demonstrado que exposi¢des cronicas a OCs, inclusive em concentragdes muito baixas, tém
inimeras repercussdes na saude de um individuo, alterando sistemas bioldgicos, como o
sistema imune; (B) existem muitos exemplos de virus oncogénicos que precisam de cofatores
de tipo ambiental para serem ativados.

Sendo assim, um possivel cenario seria 0 seguinte: tartarugas marinhas sao expostas a

varios tipos de poluentes e estes poderiam aumentar sua suscetibilidade a doencas e, entre
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estas, estariam as causadas por virus oncogénicos. No caso de virus da familia herpesviridae
(p. ex.,, o GTFPH), o animal poderia estar infectado, mas manifestaria a doenca apenas
quando estivesse suficientemente estressado ou imunossuprimido perante diversas situagdes.
Os resultados demonstram que as tartarugas marinhas da espécie C. mydas, oriundas
da costa sudeste do Brasil, estdo expostas a niveis relativamente significantes de OCs e estes
possivelmente tém um papel na etiologia multifatorial da FP e afetam a taxa de prevaléncia da
doenca nas distintas regides avaliadas, agindo como agentes imunossupressores ou através da
genotoxicidade e promocdo tumoral. Estudos futuros tém de ser desenvolvidos para
caracterizar melhor a agdo dessas substancias e seus efeitos nas espécies de quel6nios

marinhos.
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6 CONCLUSOES

o Os resultados deste trabalho apresentam um registro temporal do perfil de
contaminacdo nas tartarugas-verdes de vida livre da costa sudeste, confirmando a
biodisponibilidade de OCs nas diferentes regides avaliadas. Todos os agrotoxicos clorados
monitorados — a-BHC, B-BHC, Heptacloro, Dicofol, a-endosulfan, B-endosulfan, Sulfato
endosulfan, pp-DDD, op-DDD, pp-DDE, op-DDE e Mirex — foram encontrados em pelo
menos uma (1) amostra e em concentracdes variaveis e relativamente significativas.

o N&o foi possivel identificar correlagBes significativas das concentracdes dos
poluentes em relacdo a presenca ou auséncia da FP nem entre o indice de fibropapilomatose
(FPI) e o escore de fibropapilomatose (FPS) e a XOCS nem para os tecidos adiposo e
hepatico. Tampouco foi possivel identificar correlagbes significativas entre o indice de
condicéo corporal (ICC) ou comprimento curvilineo da carapaca (CCC) e a XOCS.

o Houve correlacdo significativa entre a porcentagem lipidica das amostras de
tecidos adiposo e hepatico, assim como entre as concentracdes dos tecidos adiposo e hepatico
para XOCS. Embora fossem vistas algumas diferencas na presenca ou auséncia de algum
contaminante, estas foram dispersas e ndo determinantes, ou seja, ndo permitiram estabelecer
um padrdo em relacdo aos diferentes fatores do historico individual. N&o foram encontradas
diferencas significativas entre a concentracdo total de organoclorados (XOCS) para ambos 0s
tecidos, em relacdo ao sexo do animal ou localidade, que permitissem inferir alguma relacédo

entre o grau de contaminacdo e a variacao regional da prevaléncia da FP.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

o Os resultados obtidos no presente estudo provém informaces Uteis a respeito
das tendéncias dos POPs nesta espécie ameacada e ressaltam a importancia de dar
continuidade ao uso da tartaruga marinha como espécie sentinela ou monitora da satde dos
oceanos. No entanto, estes resultados devem ser interpretados com cuidado, pois ndo podem
ser atribuidos a um sé fator, mas a diversos fatores bi6ticos e abidticos, espaciais e temporais
ou metodologicos inerentes aos individuos, e também a fatores fisico-quimicos inerentes aos
compostos que influenciam na dindmica dos mesmos. Os poluentes estariam presentes na
cadeia tréfica com possiveis repercussdes a curto, médio e longo prazo na saude da biota e do
ambiente local, saude publica e medicina da conservacgdo. Estudos futuros deverdo examinar
mais de perto a influéncia dos diferentes fatores na dindmica dos resultados.

o Embora os resultados obtidos no presente estudo ndo permitam estabelecer
correlacdo direta entre as concentracfes de OCs e a presenca ou auséncia da FP, ou conforme
0 grau de severidade da mesma avanca (FPS, FPI), este estudo demonstra que as tartarugas-
verdes oriundas da costa sudeste de Brasil estdo expostas a niveis significativos de POCs, que
poderiam ter algum papel na etiologia multifatorial da FP e afetar a prevaléncia da doenca nas
diferentes regides avaliadas.

o Apesar da existéncia de ampla literatura relatando os niveis de poluentes em
alguns répteis em diversas localidades, a interpretacdo dessas informacdes é complicada pela
caréncia de informacdes relativas a contaminacao correlativa no meio ambiente e seus efeitos.
Por isso, inferir em quais niveis esses poluentes representariam um risco e algum grau de
ameaca para estas espécies ndo é possivel. Os niveis a partir dos quais 0s poluentes quimicos
produzem efeitos adversos a curto prazo (fisiologia) e a longo prazo (dinamica de populacao)
sdo pouco conhecidos para as tartarugas marinhas. Além disso, sdo requeridas analises das
variagdes temporais destes e de outros tipos de poluentes, abordando diferentes fases do ciclo
de vida destas espécies, e a padronizacdo das metodologias analiticas para esclarecer como
outros fatores podem influenciar estes resultados.

o Ademais, estudos futuros deverédo ser direcionados com o objetivo de ampliar
essas informagbes e desenvolver melhor compreensdo do metabolismo (toxicocinética e
toxicodinamica) em tartarugas marinhas, entre eles a atuacdo dos sistemas antioxidantes e

respostas enzimaticas aos poluentes através da selecdo de biomarcadores que elucidem as
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respostas a exposicdo a diversas concentracdes de poluentes e sua dindmica perante a
presenca de diversos patdgenos e outros mecanismos ainda ndo totalmente elucidados, que

intervém, por exemplo, na manifestacdo da Fibropapilomatose.
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APENDICES

Apéndice A - Relacdo das informacbes correspondentes aos espécimes
(Localidade, sexo, Biometria, ICC, FPS, FPI e tecidos analisados)

# ID Sexo Biometria ICC FPS FPI Tecido analisado
(CCC*LCC*Massa) Adiposo Hepatico
1 u2 F 40,5cm*37cm*7,5kg 1,381 Ausente X X
2 U3 F 43cm*41cm*10kg 1,644 Ausente X X
3 u4 M 37,5cm*33,5cm*3kg 0,762 Ausente X X
4 us F 38,2cm*35,2cm*4,5kg 1,078 Ausente X X
5 u6 F 35,5cm*32cm*4kg 1,211 Ausente X
6 u7 F 37cm*34cm*6,5kg 1,723 Moderada 87 X X
7 us F 57,5cm*52,5*12,6kg 0,831 Leve 42 X X
8 U9 F 55cm*49cm*15,5kg 1,175 Ausente X X
9 U10 F 32cm*29,5*4kg 1,69 Ausente X
10 U12 F 32,5cm*32cm*4kg 1,608 Leve 4 X X
11 U13 F 32,2cm*30cm*4,5kg 1,863 Ausente X X
12 U14 F 39cm*36,5cm*7kg 1,569 Ausente X X
13 U15 F 37,5cm*34,5cm*7kg 1,778  Ausente X X
14 Ul6 M 38cm*37cm*5,5kg 1,339 Ausente X
15 U17 F 32,5cm*32cm*5kg 2,01 Ausente X X
16 U18 F 44cm*39,8cm*11kg 1,682 Leve 40 X X
17 U19 F 34,3cm*32,5cm*3kg 1,014  Ausente X X
18  U20 F 34,5cm*32cm*3,5kg 1,161 Ausente X X
19 U21 F 30cm*27,5cm*2,5kg 1,301  Ausente X X
20 U22 F 36cm*33cm*3,5kg 1,013 Ausente X X
21 U223 F 35,5cm*32cm*4kg 1,211  Ausente X X
22 U24 F 33,5cm*29,5cm*4kg 1,458 Ausente X X
23 U25 F 34cm*30,7cm*5kg 1,738 Ausente X X
24 U26 F 39,3cm*34,5cm*7kg 1,531 Leve 45 X
25  U27 | 37cm*32,6*5kg 1,326 Leve 42 X
26 U28 M 39,5cm*34,4cm*6,5kg 1,399 Moderada 90 X
27 SP1 F 31,6cm*29cm*3,7kg 1,628  Ausente X X
28 SP2 | 39cm*36,5cm*6,7kg 1,502 Ausente X X
29  SP3 F 38,8cm*35cm*7,4kg 1,686 Ausente X X
30 SP6 F 36cm*33cm*5,4kg 1,563 Ausente X X
31 SP7 M 35cm*32cm*5,4kg 1,71 Ausente X X
32 SP9 F 35,6cm*34,2cm*ND ND Ausente X X
33 SP10 F 44,8cm*40cm*10,6kg 1,531  Ausente X X
34 SP14 F 44cm*43,2cm*10,75kg 1,644 Ausente X X
35 SP15 F 48,9cm*43cm*12,95 1,419  Ausente X X
36 SP16 F 39,7cm*36,1cm*8,16kg 1,728 Ausente X X
37  SP17 F 31cm*30cm*4,1kg 1,919 Ausente X X
38 SP18 F 48,4cm*43cm*12,3kg 1,392 Ausente X X
39  SP20 F 37cm*34,5cm*6,65kg 1,763 Ausente X X
40 SP21 F 40,5cm*38cm*8,7kg 1,73 Ausente X X
41 SP22 | 39,7cm*36,8cm*7,9kg 1,673 Ausente X X
42  SP24 F 37,3cm*34,9cm*5,75kg 1,486 Ausente X X
43 V1 F 38,6cm*35,4cm*5,96kg 1,381 Moderada 52 X X
44 V2 F 40,3cm*38,7cm*4,84kg 0,977 Leve 14 X X
45 V3 M 35,1cm*31,7cm*3,56kg 1,117  Ausente X X
46 V4 F 37,3cm*34,7cm*6kg 1,55 Ausente X X
47 V5 F 32,1cm*29,6cm*3,26kg 1,364  Ausente X X
48 V6 M 31,9cm*29,4cm*3,14kg 1,34 Ausente X X
49 V7 F 33,5cm*31,7cm*3,42kg 1,247 Severa 102 X X
50 V9 F 43cm*41cm*9,94kg 1,634 Ausente X X
51 V10 F 36,5cm*32,6cm*3,69kg 1,022  Severa 104 X X
52 V13 F 44,6cm*39,4cm*10,9kg 1,597 Leve 34 X X
53 V14 F 43,1cm*38,2cm*8,1kg 1,322 Severa 102 X X
54 V16 M 40,9cm*36,8cm*5,42 1,044 Leve 2 X
55 V18 F 42,4cm*36,6cm*7,62kg 1,31 Severa 110 X X
56 V19 F 38,3cm*33,4cm*6,78 1,61 Severa 108 X X
57 V21 M 45cm*39,9cm*9,96kg 1,418 Leve 33 X X
58 V22 F 43,7cm*40cm*66,5kg 1,016 Moderada 61 X
59 Vv23 M 37,5cm*34cm*3,9kg 0,991 Leve 47 X X
60 V27 M 32,6cm*27,7cm*3,26kg 1,297 Severa 136 X
61 V28 F 37,7cm*34,3cm*3,4kg 0,849 Leve 17 X
62 V29 F 41,1cm*38,7cm*5,56kg 1,055 Severa 101 X
63 V31 F 45,2cm*42,8cm*9,96kg 1,399 Leve 45 X
64 V39 F 42,9cm*40,3cm*8,44kg 1,398 Leve 36 X

*ND: Nao determinado, M: Macho, F: Fémea, U: Ubatuba/SP, SP: Praia Grande/SP, V: Vitéria/ES.
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Apéndice B -

Estatistica descritiva para cada um dos compostos monitorados no tecido adiposo

_ op’- pp’- op’- pp’- o- B- Sulfato . .
Lipideos a-BHC p-BHC Heptacloro  Dicofol Mirex
DDE DDE DDD DDD Endosulfan  Endosulfan  Endosulfan
N 30 43 43 6 26 12 1 13 6 15 42 16 6
Média 1,064% 6,667 13,105 10,145 7,007 13,876 4,233 14,921 9,504 9,520 21,263 251,154 13,068
D.P. 1,095% 6,881 8,053 13,451 4,873 15,483 - 36,847 14,411 16,426 15,301 541,139 5,970
Minimo 0,000% 2,120 2,338 0,747 1,978 0,964 - 1,900 0,751 0,825 6,256 4,225 4,999
1o. Quartil 0,060% 3,322 6,877 1,046 4,233 2,539 - 2,398 2,619 1,662 10,038 41,357 8,951
Mediana 0,910% 6,181 11,502 4,235 5,524 6,373 - 3,251 5,137 3,737 13,726 86,103 13,264
30. Quartil 2,210% 7,147 16,602 13,627 8,648 22,988 - 5,515 5,468 6,972 26,555 133,767 18,166
Méaximo 2,810% 48,061 33,931 34915 20,914 41,296 - 136,350 38,639 61,796 62,921 2141,058 19,569
Teste de
0,0001  0,0001 >0,10 >0,10 0,0045 0,0051 - 0,0001 0,0005 0,0001 0,0001 0,0001 >0,10

normalidade (P)

Notas: Valores de P menores do que 0,05 indicam que os dados nao tiveram distribuicio normal, teste de Kolmogorov-Smirnov. Resultados expressos em: ng.g™ peso Gmido.
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Apéndice C -

Estatistica descritiva para cada um dos compostos monitorados no tecido hepatico

op’- pp’- op’- pp’- a- B- Sulfato

Lipideos -BHC p-BHC DDE DDE DDD DDD Endosulfan Endosulfan Endosulfan Heptacloro Dicofol  Mirex
N 36 49 31 9 15 6 2 18 8 8 36 15 13
Média 0,123% 5,073 6,016 10,744 6,435 10,297 8,456 17,248 8,049 14,819 18,022 31,596 88,922
D.P. 0,104% 2,041 5,424 8,195 3,768 4,626 3,253 28,083 8,363 30,285 12,433 32,140 175,810
Minimo 0,020% 2,246 1,230 0,814 2,042 2,639 6,156 2,579 0,770 1,102 5,369 2,012 2,660
lo. Quiartil 0,050% 3,337 2,402 7,718 3,666 7,909 7,306 4,572 4,761 1,331 9,557 7,410 5,079
Mediana 0,100% 5,158 4,531 8,623 4,656 12,544 8,456 5,130 5,631 4,620 13,615 16,349 14,299
30. Quartil 0,153% 6,185 7,832 13,698 9,858 13,445 9,606 12,910 7,072 7,579 21,894 45,478 48,006
Maximo 0,450% 13,356 25,952 29,211 13,478 13,948 10,756 111,157 28,016 89,424 54,436 93,903 597,458
Teste de

0,0175 >0,10 0,0064 >0,10 0,0607 >0,10 >0,10 0,0001 0,0040 0,0001 0,0091 0,0587  0,0001

normalidade (P)

Notas: Valores de P menores do que 0,05 indicam que os dados ndo tiveram distribuicio normal, teste de Kolmogorov-Smirnov. Resultados expressos em: ng.g™ peso Gmido.
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Apéndice D - Concentragdes dos grupos de pesticidas monitorados no

tecido adiposo

YHCH XmetDDT XEndosulfan X0CS
N 51 51 51 64
Média 16,671 8,114 7,722 103,871
D.P. 13,468 13,723 26,051 290,447
Minimo 0 0 0 0
1o. Quartil 8,666 0 0 10,348
Mediana 14,114 4,221 1,075 36,579
30. Quartil 22,592 8,481 3,773 82,366
Méaximo 77,403 69,253 174,989 2150,083
Teste de
normalidade 0,0027 0,0001 0,0001 0,0001
(P)

Notas: *HCH: a-BHC, B-BHC; “metDDT: op’-DDE, pp’-DDE, op’-

DDD, pp’-DDD; ZEndosulfan:
endosulfan; XOCS: suma de todos os

Sulfato

o-endosulfan,

B-endosulfan,

pesticidas

monitorados. Resultados expressos em ng.g™ peso Gmido; 0: valor
numérico nulo.

Apéndice E - Concentragdes dos grupos de pesticidas monitorados no
tecido hepético

YHCH ZXmetDDT XEndosulfan XO0CS
N 64 64 64 64
Média 6,798 4,249 7,709 54,361
D.P. 6,502 8,503 22,150 99,328
Minimo 0 0 0 0
lo. Quartil 2,901 0 0 12,046
Mediana 5,308 0 0 26,119
30. Quartil 8,967 3,905 4,676 45,244
Maximo 33,310 39,511 118,222 642,953
Teste de 0,0014 0,0001 0,0001 0,0001

normalidade (P)

Notas: SHCH: o-BHC, p-BHC; metDDT: op’-DDE, pp’-DDE, op’-DDD,

pp’-DDD; XEndosulfan:

a-endosulfan,

B-endosulfan,

Sulfato

endosulfan, XOCS: soma de todos os pesticidas monitorados.
Resultados expressos em: ng.g™ peso timido; 0: valor numérico nulo.
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