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RESUMO 
 
ZAMANA, R. R. Detecção de Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV5) e 
caracterização histopatológica de fibropapilomas em Tartarugas-verdes 
(Chelonia mydas) no Litoral Norte do Estado de São Paulo, Brasil. [Detection of 
Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV5) and histopathological characterization of 
fibropapillomas in green turtles (Chelonia mydas) from the north coast  of São Paulo, 
Brazil.]. 2018. 112 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 
 

A Fibropapilomatose (FP) é uma neoplasia reportada em todas as espécies de 

tartarugas-marinhas. Dentre as espécies, a tartaruga-verde apresenta a maior 

prevalência da doença, sendo assim considerada uma doença panzoótica 

emergente. A associação do Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV5) à tecidos 

tumorais, demonstrada por inúmeros estudos moleculares, descreve como agente 

etiológico da FP o ChHV5. Entretanto, há um consenso de que a doença possui 

caráter multifatorial e sua patogênese não é elucidada. A detecção de ChHV5 em 

diferentes tecidos permite o monitoramento do vírus na região e contribui para a 

compreensão da epidemiologia e patogênese deste agente, auxiliando na gestão e 

conservação da espécie. Dessa forma, o presente estudo teve por objetivo a 

detecção de ChHV5 em amostras de Chelonia mydas (tartaruga-verde), acometidas 

e não acometidas pela FP, provenientes do Litoral Norte do Estado de São Paulo, 

através de técnicas moleculares e avaliação histopatológica. Foram avaliadas 

amostras de tumores  (42 externos e um interno), pele (n=50) e  pulmões (n=27) 

procedentes de 53 espécimes. A prevalência de ChHV5 nos indivíduos foi de 

94,33% (50/53), observando a presença do vírus em todos os tipos de tecidos 

avaliados, e em indivíduos acometidos e não acometidos pela doença. A avaliação 

histopatológica demonstrou uma maior frequência de tecidos tumorais 

caracterizados como fibropapilomas, seguido por papilomas, fibromas e 

papiloma/fibropapiloma, e observou-se corpúsculos de inclusão intranucleares e 

degeneração balonosa em 5,26% (2/38) das amostras. Os resultados permitiram a 

formulação de hipóteses que podem contribuir para a compreensão de aspectos 

relacionados à patogênese da doença, forneceram dados de prevalência, auxiliando 

no monitoramento do agente na região estudada, e demonstraram a presença do 

vírus em pulmões de indivíduos não acometidos pela FP, não descrita em literatura.  

 

Palavras-chave: Fibropapilomatose. Conservação. Impacto. Tumores. Testudines. 



ABSTRACT 

 

ZAMANA, R. R. Detection of Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV5) and 
histopathological characterization of fibropapillomas in green turtles (Chelonia 
mydas) from the north coast of São Paulo, Brazil. [Detecção de Chelonid 
alphaherpesvirus 5 (ChHV5) e caracterização histopatológicas de fibropapilomas em 
Tartarugas-verdes (Chelonia mydas) no Litoral Norte do Estado de São Paulo, 
Brasil.]. 2018. 112 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018. 
 
 
Fibropapillomatosis (FP) is a neoplastic disease reported in all marine turtle species. 

However, green sea turtles (Chelonia mydas) present the highest prevalence of FP, 

which is considered an emergent panzootic disease. The association between 

Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV5) and FP tumors, demonstrated by several 

studies, describes this virus as the primary etiological agent. However, there is a 

consensus that FP has multifactorial cause, and its pathogenesis is still unclear. The 

detection of ChHV5, in different types of samples, allows its monitoring in the 

environment, and contributes to knowledge about its epidemiology and pathogenesis 

providing skills for sea turtle conservation issues. The aims of this study were to 

characterize the FP tumors and detect ChHV5 in samples of C. mydas specimens 

with and without FP, from north coast of São Paulo State, through histopathological 

and molecular analyzes. Samples of FP tumor (42 external and one internal), skin (n 

= 50) and lung (n = 27) were obtained from 53 specimens. The prevalence of ChHV5 

was 94.33% (50/53), and this virus was detected in all types of analyzed samples 

from tumored and non-tumored individuals. According to histopathological analysis, 

the most FP tumors was characterized as fibropapillomas, followed by papillomas, 

fibromas, and papilloma/fibropapilloma. Ballooning degeneration with intranuclear 

inclusion bodies were observed in 5.26% (2/38) of the samples. The data generated 

in this study allow the elaboration of hypothesis that can contribute to elucidate the 

pathogenesis of FP and provide prevalence information helping in the monitoring of 

this etiological agent in the studied area. In addition, the results revealed the 

presence of ChHV5 in lung samples from specimens without FP, findings not yet 

reported in previous studies.   

 

Keywords: Fibropapillomatosis. Conservation. Impact. Tumors. Testudines. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Fibropapilomatose (FP) é uma neoplasia reportada em todas as espécies 

de tartarugas-marinhas: tartaruga-verde (Chelonia mydas) (SMITH; COATES,1938), 

tartaruga cabeçuda (Caretta caretta) (HARSHBARGER, 1991), Lepidochelys kempii 

(BARRAGAN; SARTI, 1994), tartaruga de pente (Eretmochelys imbricata) 

(D’AMATO; MORAES-NETO, 2000), tartaruga oliva (Lepidochelys olivacea) 

(AGUIRRE et al., 1999), Flatback (Natator depressus) (LIMPUS et al., 1993) e 

tartaruga de couro (Dermochelys coriacea) (HUERTA et al., 2002).  Dentre as 

espécies, a tartaruga-verde apresenta a maior prevalência da doença, sendo 

considerada por alguns autores uma doença panzoótica emergente nessa espécie 

(WILLIANS et al., 1994; JONES et al., 2016). 

O monitoramento da fibropapilomatose em diversas áreas do mundo tem 

demonstrado prevalências e comportamentos variados da doença (STACY, 2016). A 

prevalência no Brasil, quando comparada às populações estudadas em outras 

regiões, apresenta frequências de baixas a moderadas. O estado do Ceará, seguido 

por Rio Grande do Norte, Espirito Santo e Sergipe, apresentam as maiores 

prevalências da doença, variando de 13,52% a 32,59%, no período de 2000 a 2014. 

O estado de São Paulo apresenta, nesse mesmo período, a prevalência de 10,43% 

(BAPTISTOTTE, 2016). 

A região litorânea do Estado de São Paulo é considerada uma importante 

área de alimentação e desenvolvimento da tartaruga-verde (Chelonia mydas), com 

frequentes registros de captura incidental de indivíduos desta espécie 

(MARCOVALDI et al., 1998; MARCOVALDI; MARCOVALDI, 1999; GALLO et al., 

2006).  

 A associação do ChHV5 a tecidos tumorais, demonstrada por inúmeros 

estudos moleculares, descrevem como agente etiológico da FP o Chelonid 

alphaherpesvirus 5 (ChHV5). Entretanto, há um consenso de que a doença possui 

caráter multifatorial e que sua patogênese não é elucidada. A literatura aponta 

dificuldades em estudos devido ao não sucesso da cultura e isolamento do vírus e 

pela detecção do ChHV5 em tartarugas-marinhas assintomáticas (ALFARO-NUNEZ; 

GILBERT, 2014).  

Em relação aos herpesvirus, alguns aspectos biológicos desse agente devem 

ser considerados no curso clínico da doença. Eles são capazes de estabelecer 
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infecções latentes por um longo período de vida em seu hospedeiro, e uma série de 

fatores, dentre eles, ambientais e imunológicos, podem reativar a replicação do 

agente (STRAUSS; STRAUSS, 2008).  

A detecção do ChHV5 através de técnicas moleculares em diferentes tecidos 

e fluidos corporais de tartarugas-verdes acometidas e não acometidas pela FP é 

recém descrita na literatura cientifica, inclusive no Brasil. Estes estudos sugerem 

transmissão direta da FP, além de diferentes tecidos como locais de persistência 

viral por infecção latente (GATTAMORTA, 2015; ALFARO-NUNEZ et al., 2016; 

MONEZI et al., 2016; CHAVES et al., 2017; PAGE-KARJIAN et al., 2017).  

A literatura aponta que a infecção de Chelonia mydas pelo ChHV5 ocorre nas 

áreas de alimentação. Hipóteses sugerem que a manutenção do agente nessas 

áreas ocorre quando a presença de tartarugas-verdes infectadas é maior em relação 

às suscetíveis (GATTAMORTA, 2015).  

Se tratando de conservação de espécies ameaçadas, as doenças são um 

importante risco para manutenção das populações in situ e ex situ (CAUGHLEY, 

SINCLAIR, 1994; ROSSI, 2014). A FP, sem dúvida, causa efeitos negativos nos 

níveis individuais e populacionais das tartarugas-verdes, embora esses efeitos 

sejam difíceis de quantificar (STACY, 2016).  

A detecção de ChHV5 em diferentes tecidos permite o monitoramento do 

vírus na região e contribui para a compreensão da epidemiologia e patogênese 

deste agente, auxiliando na gestão e conservação da espécie, uma vez que a 

literatura relata a necessidade de estudos que possam contribuir na gestão da 

doença através de investigações (JONES et al., 2016). Essas investigações visam 

elucidar aspectos sobre a infecção pelo alphaherpesvirus, a virulência do agente, 

estágio de vida e taxas de mortalidade de Chelonia mydas decorrentes da FP.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Filogenia, aspectos biológicos, ecológicos e conservação da tartaruga-

verde (Chelonia mydas). 

 

Estudos baseados em marcadores mitocondriais e nucleares têm contribuído 

para avanços nas pesquisas no campo da filogenia, relação entre as linhagens das 

espécies de tartarugas-marinhas e sua posição nos Testudines. Atualmente, sete 

espécies de tartarugas-marinhas representadas por seis gêneros são reconhecidas, 

pertencentes à superfamília Chelonioidea e distribuídas nas famílias Cheloniidae 

(seis espécies) e Dermochelyidae (uma espécie), sendo que estas sobreviveram 

desde o Cretáceo até o presente (PRITCHARD, 1996; JENSEN; FITZSIMMONS; 

DUTTON, 2013). 

Baseado na análise de 14 genes nucleares, Barley et al.  (2010) demonstrou 

que a superfamília Chelonioidea forma um grupo monofilético que possui uma 

relação mais próxima com as tartarugas de água doce (Superfamília Kinosternoidea) 

e com os cágados (Família Chelydridae). De acordo com a máxima parcimônia e 

análises bayesianas de sequências de 980 pares de base (pb) de DNA mitocondrial 

(12S e 16S) e de 6350 pb de genes nucleares (BDNF, Cmos, R35, Rag1 e Rag2), as 

tartarugas-marinhas encontram-se subdivididas em duas subfamílias: a Chelonini 

(Chelonia mydas e Natator depressus) e Carettini (Lepidochelys olivacea, 

Lepidochelys kempi, Caretta caretta e Eretmochelys imbricata), sendo que a única 

representante da família Dermochelydae, a espécie Dermochelys coriacea, ocupa a 

posição basal, representando a linhagem mais antiga quando comparada com as 

demais espécies (Figura 1) (NARO-MACIEL; FITZSIMMONS; AMATO, 2008; 

JENSEN; FITZSIMMONS; DUTTON, 2013). 
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Figura 1. Filogenia das tartarugas-marinhas baseada na máxima parcimônia (MP) e análises 
bayesianas de sequências de 980pb de DNA mitocondrial combinadas com 6350pb de 
genes nucleares (BDNF, Cmos, R35, Rag1, Rag2). Os números acima dos ramos são os 
valores de bootstrap da MP. 

 

Fonte: Adaptado de Jensen; Fitzsimmons; Dutton, 2013. 

 

A tartaruga-verde (Chelonia mydas) apresenta distribuição circunglobal, 

ocorrendo nos mares tropicais (HIRTH, 1997). A espécie é caracterizada por possuir 

carapaça com quatro placas laterais justapostas e de coloração verde-acinzentada.  

No entanto, apresenta variações. A cabeça é constituída por um par de escudos pré-

frontais e quatro pares de escudos pós-orbitais (MARQUEZ, 1990; PRITCHARD; 

MORTIMER, 1999) (Figura 2). Há duas populações principais: as do Oceano 

Pacífico e as do Oceano Atlântico (MARQUEZ, 1990).  Segundo Duchene et al. 

(2012), o tempo de divergência entre essas duas linhagens está estimado em 3,09 
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milhões de anos (1,76-4,87). Os animais encontrados no Oceano Atlântico e no 

Oceano Pacífico oriental podem chegar a 230kg, sendo observados animais mais 

leves no Oceano Índico e no Caribe. Os filhotes dessa espécie são diferenciados 

dos demais por possuírem o ventre branco (PRITCHARD; MORTIMER, 1999). 

 

Figura 2-  Chelonia mydas. Prancha de identificação. A: quatro pares de placas laterais justapostas 
(1,2,3,4). B: escudos pré-frontais (5) e escudos pré-orbitais (6). 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Pritchard; Mortimer (1999). 

 

A história de vida da tartaruga-verde é única e complexa (MEYLAN; BOWEN; 

AVISE, 1990). Elas apresentam uma mudança ontogenética de onívoros, durante a 

fase pelágica (20 a 30 cm de comprimento retilíneo de carapaça), para herbívoros, 

quando chegam a áreas costeiras (MORTIMER., 1982; BJORNDAL.,1997; MEYLAN; 

MEYLAN., 2000; LIMPUS; LIMPUS., 2000; BOLTEN, 2003; ARTHUR; BOYLE; 

LIMPUS, 2008). Esta fase pelágica também é referida como “anos perdidos”, em 

que o comportamento da espécie não é bem conhecido (BOLTEN, 2003). Durante 

um determinado tempo, a tartaruga-verde pode residir ao longo da costa, 

demonstrando fidelidade ao local e retornando a áreas específicas para 

forrageamento. Essas áreas são deixadas quando os indivíduos se tornam adultos e 

iniciam as migrações de reprodução (CHALOUPKA; LIMPUS; MILLER, 2004; 

LIMPUS et al., 2005). 
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As migrações de reprodução por longas distâncias ocorrem após um longo 

período nessas áreas de forrageio e alimentação. No caso de fêmeas, 

particularmente, essa migração ocorre em direção ao local onde nasceram, 

comportamento denominado filopatria (CARR; CARR; MEYLAN, 1978). Esse 

comportamento passou a ser comprovado a partir do desenvolvimento das técnicas 

de investigações moleculares na década de 1990. Bowen et al. (1992) determinou, 

através da utilização do DNA mitocondrial como marcador molecular, a assinatura 

genética clara entre as diferentes áreas de reprodução, caracterizando assim os 

haplótipos das tartarugas-marinhas. Com isso, inúmeros trabalhos foram realizados 

evidenciando esse comportamento não somente na espécie Chelonia mydas, mas 

também nas demais espécies de tartarugas-marinhas. Assim, é possível observar a 

composição heterogênea das áreas de alimentação com a presença de diversos 

haplótipos constituindo o estoque misto dessas áreas (LAHANAS et al., 1994; 

ENCALADA et al., 1996; NARO-MACIEL et al., 2007, 2012; JENSEN., 

FITZSIMMONS., DUTTON, 2013.) 

Estudos determinaram a composição de haplótipos presentes nas áreas de 

alimentação na costa brasileira, revelando que em Ubatuba/SP o haplótipo frequente 

é o CM-A8, seguido pelo CM-A5 e com menor presença dos haplótipos CM-A1, CM-

A3, CM-A6 e CM-A9. O haplótipo mais comum CM-A8 está relacionado aos das 

populações de Trindade/BR, Ascensão/UK, Atol das Rocas/BR, Bioko/GEK e Guiné 

Bissau/ África, enquanto o haplótipo CM-A5 está relacionado aos haplótipos das 

populações de tartarugas-verdes encontradas nas áreas de reprodução do 

Suriname, Venezuela e Costa Rica.  Esses estudos associaram essa composição de 

haplótipos presentes em áreas de alimentação da costa brasileira com as áreas de 

reprodução do Atlântico Sul, assim confirmando a participação dos haplótipos na 

composição dos estoques mistos das áreas de alimentação (JORDÃO, 2013; NARO-

MACIEL et al., 2007,2012).  

A tartaruga-verde atinge a maturidade sexual em média entre 25 e 50 anos, 

ou seja, mais tarde do que as demais espécies de tartarugas-marinhas. Relaciona-

se a isso o comportamento de herbivoria e, consequentemente, um crescimento 

mais lento (CHALOUPKA; LIMPUS; MILLER, 2004). Durante o processo reprodutivo 

e de ovoposição, somente as fêmeas visitam as praias. Em uma única estação 

reprodutiva, podem ser formados de um a sete ninhos, cada um contendo cerca de 

110 ovos. Entre os intervalos de desova, as fêmeas passam geralmente de 12 a 14 
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dias no oceano e raramente desovam no ano seguinte, podendo retornar a desovar 

após quatro a seis anos (SPOTILA, 2004). 

 No Brasil, as principais áreas (do litoral sul ao nordeste) de alimentação e 

reprodução das cinco espécies de tartarugas-marinhas que ocorrem na costa são 

monitoradas pelo Projeto TAMAR. Devido ao hábito alimentar, já citado 

anteriormente, tartarugas-verdes juvenis são comuns na região costeira do mar 

continental do Brasil e, de fato, esta é a espécie com maior número de registros de 

ocorrências (encalhes, avistagens e capturas incidentais). As principais áreas de 

desova da tartaruga-verde estão localizadas em ilhas oceânicas: Ilha da 

Trindade/ES; Reserva Biológica do Atol das Rocas/RN e Arquipélago de Fernando 

de Noronha/ PE. Também há registros de desova no litoral norte da Bahia e alguns 

registros, ainda que raros, nos estados do Rio Grande do Norte, Sergipe, Espírito 

Santo e Rio de Janeiro (MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011a). 

 Os status internacional e nacional do estado de conservação da tartaruga- 

verde indicam respectivamente que a espécie está classificada como em perigo 

(IUCN, 2004) e vulnerável (ALMEIDA et al., 2011); no entanto, a comunidade 

científica debate sobre a relevância dessas avaliações, visto que podem não 

demonstrar a realidade das populações locais e regionais (GODFREY; GODLEY, 

2008). As principais ameaças à sobrevivência das espécies de tartarugas-marinhas 

estão associadas a inúmeros fatores: destruição de habitats; ações antrópicas nas 

praias de nidificação (BUGONI; KRAUSE; PETRY, 2001); atividades pesqueiras; 

alterações climáticas; desenvolvimento costeiro; patógenos; consumo e uso de 

carapaça, carne e ovos (MAST et al., 2005); e, por fim, doenças como a 

fibropapilomatose (MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011b). Dentre as ameaças, a 

captura incidental é reconhecida como fator de alta mortalidade e danos para as 

tartarugas-marinhas (ORAVETZ, 2000), sendo responsável pelo declínio de 

populações de uma maneira devastadora (MARCOVALDI; THOMÉ, 2000). Apesar 

dos esforços para conservação da tartaruga-verde, a demografia das espécies nas 

áreas de alimentação permanece pouco compreendida (SEMINOFF et al.,2003), 

sendo que populações da espécie têm sido esgotadas pela exploração, resultando 

no preocupante fato de que possam estar globalmente em perigo (CHALOUPKA et 

al., 2008). 

 Na conservação das tartarugas-marinhas, incluindo no Brasil, doenças estão 

entre as ameaças à sobrevivência das espécies. Hamann et al.  (2010), citou a FP 
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na lista de prioridades para estudos na área de conservação, o que retrata a 

importância de pesquisas, em particular na tartaruga-verde, por ser a espécie mais 

acometida pela doença (HERBST et al., 1998; MATUSHIMA et al., 2001; SANTOS et 

al., 2010; TAGLIOLATTO et al., 2016). Um recente trabalho realizado em Ubatuba, 

litoral Norte de São Paulo, investigou achados macro e microscópicos de tartarugas-

verdes. Nesse estudo, observou-se a grande quantidade de animais acometidos 

pela presença de parasitas, principalmente da família Spirorchiidae e suas 

consequentes alterações, além de achados sugestivos de infecções por agentes 

bacterianos e evidências de resíduos antropogênicos associados a constipações ou 

obliterações do trato gastrointestinal, em uma prevalência de 30,61% (15/49) de 

animais acometidos pela FP (CRUZ-OCHOA, 2017). 

  A literatura sobre a saúde de tartarugas-verdes relata valores de referência  

que podem contribuir para a determinação desta e se tornarem uma ferramenta para 

a tomada de decisões durante a reabilitação e liberação dos animais (BOLTON; 

BJORDNAL, 1992; AGUIRRE et al., 1995; SAMOUR et al., 1998; HASBUN et al., 

1998; HAMMAN et al., 2006; FLINT et al., 2010a; FONG et al., 2010;  LABRADA et 

al., 2010; OSBORNE et al., 2010; ANDERSON et al., 2011; HIRAMA et al., 2014; 

LEWBART et al., 2014). Estes valores de referência são valores hematológicos e 

bioquímicos que determinam o estado fisiológico dos animais, baseado em estudos 

e até mesmo na extrapolação de dados obtidos em outras condições, como em 

cativeiro (SANTOS et al., 2009).  No entanto, a variação entre estes podem ocorrer 

em tartarugas saudáveis, de acordo com a localização geográfica, habitat, genética, 

maturidade, sexo e dieta (HERBST; JACOBSON, 2003; STAMPER et al., 2005; 

DEEM et al., 2006; HAMANN et al., 2006; WHITING et al., 2007 ), e poucos estudos 

combinam esses parâmetros para uma mesma subpopulação geográfica,  utilizando 

esses resultados para identificar espécimes não saudáveis. (FLINT et al., 2010a; 

LEWBART et al., 2014).  

 Santos et al. (2015) realizou um estudo comparando parâmetros de saúde de 

tartarugas-verdes acometidas e não acometidas pela FP no Espírito Santo, litoral 

Sudeste brasileiro. Nesse estudo, ao comparar o índice de condição corporal com 

outros parâmetros, todos os animais com baixo índice estavam severamente 

acometidos pela FP, além de urêmicos, hipoglicêmicos e anêmicos em relação a 

animais classificados como saudáveis. No entanto, a avaliação clínica e parâmetros 

bioquímicos indicaram que a maioria dos animais acometidos pela FP estavam em 
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boas condições de saúde. Rossi et al. (2016) desenvolveram um método para 

avaliar a manifestação clínica da FP, através de um índice que avalia a 

fibropapilomatose no Atlântico Sul (FPI). A utilização desse índice em programas de 

monitoramento e em outros estudos visando a comparação entre animais saudáveis 

e não saudáveis, acometidos e não acometidos pela FP, pode auxiliar a avaliar os 

esforços na conservação, na compreensão sobre os fatores ambientais que 

modulam o desenvolvimento da FP, e seus impactos na saúde individual e 

populacional das tartarugas-verdes de diferentes áreas  geográficas, visto a variação 

nesses parâmetros citados na literatura e a importância do uso de ferramentas 

científicas para a conservação da espécie. 

 

2.2 Agentes infecciosos e consequências na vida selvagem, em particular nas 

tartarugas-marinhas com enfoque na espécie Chelonia mydas. 

 

O termo extinção em massa é definido por paleontologistas como o momento 

em que ocorre a perda de ¾ das espécies presentes na Terra em um curto intervalo 

geológico, o que aconteceu somente cinco vezes nos últimos 540 milhões de anos. 

Dadas as perdas de espécies conhecidas nos últimos poucos séculos e milênios, 

cientistas sugerem que estamos vivenciando a sexta extinção. As observações 

descritas por estudos indicam que essa sexta extinção está sendo causada pelos 

humanos, através da captação de recursos, fragmentação de habitats, introdução de 

espécies, dispersão de patógenos, morte de espécies diretamente e mudança do 

clima global. De acordo com a literatura, temos a ciência de que a recuperação da 

biodiversidade não ocorrerá em nenhum período de tempo significativo para os 

humanos, visto que são necessárias centenas de milhares de anos para a evolução 

de novas espécies e a recuperação de episódios de extinção em massa ocorre em 

escalas de tempo de milhões de anos. Com base na abordagem do estudo aqui 

citado, de 2011, já era suposto pelos pesquisadores que a Terra pode chegar a essa 

perda extrema dentro de poucos séculos se as ameaças atuais a muitas espécies 

não forem atenuadas (BARNOSKY et al., 2011). 

Doenças infecciosas emergentes (EIDs) são, por definição, aquelas que 

tiveram recente aumento na incidência ou no alcance geográfico, recente surgimento 

em novas populações, ou foram recém descobertas / causadas por patógenos que 

evoluíram (LEDERBERG; SHOPE; OAKES, 1992; DASZAK; CUNNINGHAM; 
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HYATT, 2000).  Assim, englobam uma série de enfermidades humanas que 

constituem uma ameaça à saúde pública. De acordo com o estudo de Daszak; 

Cunningham; Hyatt (2001), a definição utilizada para doenças humanas pode ser 

utilizada para identificar um grupo similar de doenças em animais selvagens, em que 

as circunstâncias que levam à emergência de doenças nas populações humanas 

são semelhantes às que causam esse resultado em populações selvagens.  

Estudos de 1998 e 1999 relataram que doenças em ambientes marinhos 

tiveram um aumento de incidência (EPSTEIN, 1998; HARVELL et al., 1999), sendo 

esse aumento resultado de atividades humanas. Dentre essas doenças, pode-se 

citar as de corais (HAYES; GOREAU, 1998; HARVELL et al., 1999), relacionadas à 

poluição marinha (PORTER; LEWIS; PORTER, 1999); a mortalidade de sardinhas, 

causada por um herpesvirus na Austrália e na Nova Zelândia, resultado da 

introdução do patógeno por atividades humanas (WHITTINGTON et al., 1997); e as 

mortes de mamíferos marinhos causadas por morbillivirus, que pode ter sido 

resultado da migração forçada de animais infectados após o esgotamento de seus 

recursos alimentares em decorrência da pesca, disseminando o agente (DIETZ et 

al.,1989; HEIDEJORGENSEN  et al., 1992). As doenças infecciosas emergentes são 

responsáveis por impactos que podem levar a extinções locais (população) e globais 

(espécie), além de mortalidade em massa, resultando em perda da biodiversidade 

decorrente do efeito em cadeia causado por essas enfermidades (CUNNINGHAM; 

DASZAK, 1998; DASZAK; CUNNINGHAM, 1999).  

As tartarugas-marinhas são um componente integrado do ambiente marinho e 

muitas populações continuam em declínio (CHALOUPKA; LIMPUS, 2001; CHAN, 

2006).  Como já citado no tópico anterior, esse declínio pode ser decorrente de 

ações humanas no entanto, é possível observar que as populações que não estão 

em contato direto com as intervenções humanas também se encontram em declínio, 

o que pode ser consequência de causas naturais (parasitas, doenças, predação) e, 

em muitos casos, é impossível definir a causa de morte (achados inconclusivos e 

estágios avançado de decomposição) . Diante disso, para melhor compreensão da 

influência das doenças na sobrevivência das tartarugas-marinhas, maiores 

informações sobre vias de transmissão, prevalência, infectividade e fatores em 

potencial são necessários para a compreensão da interface entre o ambiente e a 

saúde desses animais (FLINT, 2013). 
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A literatura científica descreve os principais agentes causadores de 

enfermidades nas tartarugas-marinhas e sugere que as doenças nesses animais 

possuem caráter multifatorial. Em relação ao parasitismo, dois grupos 

predominantes estão associados a doenças, levando à morte desses animais: 

Spirorchiidae e Caryospora cheloniae (FLINT et al., 2010b). Além disso, há relatos 

de agentes infecciosos, como bactérias (Vibrio, Aeromonas, Salmonella, 

Pseudomonas, Bacteroides, Fusobacterium, Flavobacterium, Clostridium e 

Mycobacterium) (CLARY; LEONG, 1984; OBENDORF; CARSON; McMANUS, 1987; 

GLAZEBROOK; CAMPBELL, 1990; GREER; STRANDBERG; WHITAKER, 2003; 

McARTHUR, 2004), fungos (Colletrotrichium acutatum, Candida, Penicillium 

lilacinum, Cladosporium, Sporotrichum, Paecilomyces, Aspergillus e Fusarium spp.) 

(OROS et al., 2004; FLINT et al., 2009), doenças como a fibropapilomatose 

(herpesvirus) e alguns agentes com potencial zoonótico (Vibrio spp., Campylobacter 

spp., Salmonella spp. e Mycobacterium spp.) (GLAZEBROOK; CAMPBELL, 1990). 

Em 74 tartarugas-verdes, 28 espécies de trematódeos digenéticos foram 

encontradas, além de espécies de Protozoa como coccidia, flagelados e Entamoeba 

(FLINT, 2013).  

Estudos experimentais e teóricos demonstraram que parasitas podem atuar 

na regulação de populações, afetando a condição corporal, fecundidade e 

sobrevivência do hospedeiro, o que pode levar à redução drástica das populações e, 

somado a isso, torná-las vulneráveis a eventos estocásticos que podem resultar na 

extinção destas (TOMPKINS et al., 2001). Além disso, infecções persistentes 

possibilitam a transmissão vertical, latência, manutenção de reservatórios e 

disseminação. Nestes casos, determinar os efeitos da infecção na dinâmica da 

população inclui quantificar as taxas de reprodução e sobrevivência. Esses 

parâmetros são difíceis de serem determinados em populações de vida livre devido 

à complexidade da história de vida desses animais e à dificuldade de monitoramento 

em seu habitat natural. Sendo assim, pesquisadores sugerem o uso de modelos 

matemáticos preditivos para melhor entendimento da dinâmica de agentes 

infecciosos na vida selvagem e na regulação de populações, levando em 

consideração fatores ambientais, genéticos e imunológicos (GRENFELL; DOBSON, 

1995). 
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2.3 Taxonomia, biologia e breve histórico dos herpesvirus com enfoque nos 

reptilianos. 

 

Os herpesvirus são morfologicamente distintos dos demais vírus. Apresentam 

genoma linear de cadeia dupla, com tamanho em média de 125-290 kp, englobado 

por um capsídeo icosaédrico, envolto por uma matriz proteica denominada 

tegumento e por um envelope lipídico contendo proteínas de membrana associadas. 

De acordo com o estudo de 2009, baseado na classificação ICTV (International 

Comittee on Taxonomy of Viruses- Comitê Internacional de Taxonomia Viral), a 

família Herpesviridae, que compreendia todos os herpesvirus, foi dividida em três 

famílias (Alloherpesviridae; Herpesviridae; Malacoherpesviridae) que compõem a 

Ordem Herpesvirales. A família Herpesviridae, subdividida em três subfamílias 

(Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae, Gammaherpesvirinae), apresenta os vírus 

de mamíferos, aves e répteis (DAVISON et al., 2009; ICTV, 2017). 

Baseado em análises filogenéticas, pode-se concluir que os herpesvirus co-

evoluíram, em grande maioria unidos à coespeciação. A subfamília 

Alphaherpesvirinae contém quatro gêneros, além do herpesvirus de répteis. Em 

termos de evolução, de acordo com a captura e duplicação gênica, os 

Alphaherpesvirinae possuem menor divergência evolutiva desde a diferenciação de 

um ancestral comum, sendo a perda de genes aparente, em que poucos são 

específicos de alguns vírus ou estão intimamente relacionados (DAVISON et al., 

2009; ICTV, 2017). 

Todos os herpesvirus são capazes de estabelecer infecção latente em seu 

hospedeiro natural, persistindo pela vida do animal. A infecção latente é 

estabelecida em um conjunto específico de células não permissivas ou semi-

permissivas para o crescimento do vírus. Esta capacidade de latência resulta num 

conjunto de restrições e oportunidades para a propagação dos herpesvirus na 

natureza.  Em geral, essas infecções são mantidas em tecido nervoso, normalmente 

neurônios.  Durante a replicação viral, denominada também de ciclo lítico, um 

conjunto de células diferentes são infectadas. Assim, partículas virais capazes de 

infectar outros hospedeiros são liberadas. Esta fase normalmente é fatal para as 

células infectadas, e geralmente ocorre em células epiteliais. A latência pode ser 

quebrada por uma série de fatores, como a exposição à radiação UV, estresse e 

alterações hormonais. Ao ser quebrada, ocorre a migração do vírus até o axônio que 
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serve a um conjunto de células epiteliais e, nessas células permissivas, inicia-se o 

ciclo lítico (STRAUSS; STRAUSS, 2008). 

O ciclo de infecção dos vírus começa com sua ligação a um receptor 

expresso na superfície de uma célula, seguido de penetração do genoma no 

citoplasma, geralmente acompanhado de uma proteína. A ligação ocorre em uma 

série de etapas e, em grande parte, o vírion se liga a receptores (glicoproteínas, 

glicolipídeos ou glicosaminas) que estão presentes na superfície das células 

susceptíveis do hospedeiro. Os herpesvirus, em sua maioria, utilizam receptores 

para facilitar a entrada do vírus nas células, podendo utilizar mais de um receptor. 

Assim, ao serem liberados, os vírions são capazes de infectar outras células, através 

dessas ligações específicas. Após a ligação, ocorre a fusão da membrana viral com 

as membranas das células infectadas, mediada pelas glicoproteínas do envelope. 

Então, o nucleocapsídeo é formado e transportado pelos poros nucleares, chegando 

ao núcleo, onde ocorre a replicação do DNA viral (STRAUSS; STRAUSS, 2008). 

Os Herpes simplex Tipo-1 (HSV-1) e Herpes simplex Tipo-2 (HSV-2) foram os 

primeiros herpesvirus humanos a serem descobertos e estão entre os mais 

estudados na literatura. Em consequência disso, são referências entre os 

herpesvirus, sendo utilizados como parâmetro de esclarecimento e/ou comparação 

nos estudos sobre o assunto (MONEZI, 2016). Os herpesvirus codificam mais de 70 

proteínas – a replicação acontece no núcleo, onde ocorre a codificação de enzimas 

que estão envolvidas no metabolismo do ácido nucléico. De acordo com os estudos 

dos sorotipos HSV-1 e HSV-2, a infecção primária é estabelecida quando um 

indivíduo soronegativo entra em contato com o vírus, geralmente proveniente de um 

hospedeiro que está secretando o vírus no momento. Sendo assim, um hospedeiro 

com uma infecção reativada pode servir como fonte de infecção, mas o vírus pode 

ser secretado ativamente, mesmo na ausência de lesões. A infecção aguda é 

acompanhada pela formação de lesões, que são os locais de replicação viral. No 

caso do HSV-1, as lesões são normalmente encontradas na região facial e mucosa 

oral e a infecção latente é estabelecida no nervo trigêmeo, enquanto que o HSV-2 é 

sexualmente transmissível, infectando a área genital e estabelecendo latência no 

nervo ciático. Os herpesvirus possuem estratégias que permitem a fuga do sistema 

imune através de produtos dos seus genes que são capazes de suprimir a apoptose, 

possibilitando a produção prolongada de vírions antes da resposta antiviral e do 
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estabelecimento da latência. Isso possibilita a persistência do vírus, mesmo na 

ausência da reativação (STRAUSS; STRAUSS, 2008). 

Dos dez vírus pertencentes ao gênero Macavírus e à subfamília 

Gammaherpesvirinae, os quais compõem o grupo de agentes da febre catarral 

maligna, dois são responsáveis por surtos economicamente importantes: 

herpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2) e Alcelaphine herpesvirus I (AIHV-1). Os sinais 

clássicos em bovinos domésticos são:  febre, descarga oculonasal, panoftalmite, 

linfadenopatia generalizada, inflamação e necrose em tratos digestório, respiratório e 

urinário, dermatite, sinais neurológicos e artrite, sendo que sua patogênese envolve 

respostas imunes desreguladas em ruminantes suscetíveis. Estudos com infecções 

experimentais demonstraram que, no caso da infecção em ovinos pelo OvHV-2, o 

trato respiratório inferior foi o principal alvo em infecções via aerossóis, ocorrendo 

replicação viral no epitélio alveolar, principalmente em pneumócitos do tipo II, não 

estabelecendo infecção através das vias intraperitoneal e intravenosa (O’TOOLE; LI, 

2014). Em equinos (Herpesvirus tipo 1- EHV-1) e bovinos (Herpesvirus tipo 5- BoHV-

5), alphaherpesvirus são responsáveis por quadros de meningoencefalites e sua 

patogênese é estudada em infecções experimentais, observando-se alterações 

pulmonares e neurológicas (MESQUITA et al., 2017a; MESQUITA et al., 2017b). 

Como citado anteriormente, há evidências de que os herpesvirus co-

divergiram evolutivamente com seus hospedeiros. Dando enfoque aos répteis, na 

árvore filogenética apresentada na Figura 3 há uma raiz em potencial (seta Figura) 

que representa um herpesvirus ancestral em um amniota ancestral. A divergência 

dos amniotas mais antiga é entre mamíferos e répteis. Todos os membros 

conhecidos das subfamílias Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae utilizam 

mamíferos como hospedeiros e os comprimentos mais longos dos ramos na árvore 

filogenética indicam que esses vírus divergiram durante um longo período. Em 

direção a Alphaherpesvirinae, os Squamatas são a primeira divergência dentro dos 

répteis, seguidos pelo Scutavirus, infectando tartarugas. Em relação aos 

crocodilianos, não há sequências de herpesvirus disponíveis que permitam essa 

comparação. Os Mardivirus e os Itovirus infectam aves; no entanto, há 

alphaherpesvirus de mamíferos que infectam aves. O comprimento relativamente 

curto dos ramos dentro dos alphaherpesvirus de mamíferos sugere que esses vírus 

não divergiram um do outro na mesma medida que os herpesvirus de mamíferos. 
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Uma explicação para isso seria que essas herpesviroses representam um salto 

evolutivo de Dinosauria para mamíferos (JAMES; WELLEHAN, 2014). 

 

Figura 3 -  Árvore filogenética dos Herpesviridae. Em verde, destaca-se os herpesvirus dos répteis. 

 

Fonte: James; Wellehan, 2014. 
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Ainda sobre répteis, na ordem Crocodylia há dois relatos de infecções por 

herpesvirus: Crocodylus porosus (McCOWAN; SHEPHERDLEY; SLOCOMBE, 

2004), na Austrália, e Aligator mississippiensis, na Carolina do Norte (EUA) 

(JOHNSON et al., 2005a; GOVETT et al., 2005). Na ordem Sauria, a literatura 

descreve enfermidades ocasionadas por herpesvirus, como: papilomas em lagartos 

mais comumente encontrados na espécie Lacerta viridis (RAYNAUD; ADRIAN, 

1976); necrose visceral em Agama Agama (WATSON, 1993) e Sauromalus varius 

(WELLEHAN et al., 2003); lesões orais em lagartos do gênero Gerrhosaurus spp. 

(WELLEHAN et al., 2004) e Varanus prasinus (WELLEHAN et al., 2005); e sendo 

responsável por alterações como infiltrado linfoide histiocítico em fígado, baço, 

miocárdio e medula óssea em Iguana iguana (CLARK; KARZON; 1972) . Na Ordem 

Ophidia, está descrito em Boa constrictor, causando morte de filhotes em zoológico 

(HAUSER; METTLER; RUBEL., 1983), infecções em glândulas de veneno nas 

espécies Naja naja e Bungarus fasciatus (MONROE et al., 1968) e associado a 

doenças gastrointestinais (HELDSTAB; BESTETTI, 1984).  

Nos quelônios de água doce, corpúsculos de inclusão intranucleares 

identificados na microscopia eletrônica foram encontrados em fígado, rim, baço, 

pâncreas e pulmão. Em quelônios terrestres, o primeiro relato ocorreu em 1982, na 

espécie Gopherus agassizii, em um abscesso faríngeo, quando esse vírus foi 

descrito como tortoise herpesvirus 1 (THV-1) (HARPER; HAMMOND; HEUSCHELE, 

1982). Em 2005, um indivíduo da mesma espécie na Califórnia apresentava severa 

faringite e, na avaliação histopatológica, foi possível observar a presença de 

corpúsculos de inclusão intranucleares sugestivos de infecção pelo herpesvirus, o 

que foi confirmado pela avaliação molecular. No entanto, tratava-se de um 

herpesvirus diferente do já descrito: tortoise herpesvirus 2 (THV-2) (JOHNSON et al., 

2005b). Há também relatos na Europa de infecção por herpesvirus, tendo a 

estomatite como lesão macroscópica representativa, além de relatos em Testudo 

graeca (COOPER; GSCHMEISSNER; BONE,1988), com a presença de corpúsculos 

de inclusão e a detecção de herpesvirus em swabs oral e nasal em diversas 

espécies de tartarugas, em particular sendo o responsável por causar 

meningoencefalite em Testudo hermanni (HELDSTAB; BESTETTI, 1989).  

Nas tartarugas-marinhas, a principal doença infecciosa descrita é a 

fibropapilomatose (FP) e sua etiologia tem sido relacionada a um herpesvirus, o 

Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV5) (AGUIRRE et al., 1994). Além da 
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fibropapilomatose, a literatura descreve duas enfermidades nas tartarugas marinhas 

em que também há o envolvimento de herpesvirus, sendo elas: Grey patch disease 

e a Lung, Eye, Trachea disease (LET). A LET é uma epizootia caracterizada por 

pneumonia e material caseoso recobrindo os globos oculares e presente na 

cavidade oral, glote e traqueia. As tartarugas acometidas são frequentemente 

observadas com a boca aberta na superfície da água e apresentam ruídos 

respiratórios. Histopatologicamente, é caracterizada por áreas focais e difusas de 

necrose próximo à glote, se estendendo para a traqueia. Em algumas áreas, há 

presença de degeneração balonosa e necrose de células epiteliais da mucosa 

traqueal com corpúsculos de inclusão, sendo possível observar uma 

broncopneumonia intersticial com presença de inflamação (JACOBSON, 1986). 

Baseado em sequências nucleares das regiões UL26, DNA polimerase e 

glicoproteína B, foi possível identificar o agente, classificando-o na Subfamília 

Alphaherpesvirinae (McGEOCH; GATHERER, 2005). Jacobson (1986) nomeou o 

vírus como lung, eye and tracheal virus (LETV). Davison et al. (2009) classifica esse 

agente como Chelonid herpesvirus 6, de acordo com o ICTV. A Grey Patch Disease 

é caracterizada pela presença de lesões na pele, que se iniciam como pequenas, 

dispostas de forma circular, que se agregam formando manchas, caracterizadas 

histopatologicamente por células epiteliais. Estas apresentam corpúsculos de 

inclusão intranucleares (JACOBSON, 1981). De acordo com Davison et al., 2009, o 

agente etiológico é classificado como Chelonid herpesvirus 1. Todas as 

enfermidades descritas nas tartarugas-marinhas aqui são observadas acometendo 

em grande maioria uma espécie, a Chelonia mydas, sendo na Grey Patch Disease 

animais juvenis entre 56 e 90 dias após chegada em cativeiro (REBELL; RYWLIN; 

HAINES., 1975); na LET, tartarugas-verdes com mais de um ano (JACOBSON, 

1986); e na FP Chelonia mydas  juvenis, com menor frequência em subadultos e 

adultos, não havendo registros em filhotes e pós-filhotes (HERBST,1994). 

 

2.4. Caracterização do ChHV5, aspectos etiológicos e prevalência da 

fibropapilomatose. 

 

O primeiro registro da FP ocorreu em uma Chelonia mydas fêmea mantida no 

aquário de New York e proveniente de Key West na Flórida, EUA. Posteriormente, 

foi registrada a ocorrência da enfermidade em tartarugas-verdes de vida livre na 
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Flórida (LUCKE, 1938; SMITH; COATES, 1938). No Brasil, o primeiro caso no 

Espírito Santo foi registrado em 1986, e desde então, dados de 2000 a 2014 

demonstraram altas prevalências nos estados do Ceará, seguido por Rio Grande do 

Norte, Espírito Santo e Sergipe (BAPTISTOTTE, 2016). As maiores prevalências da 

doença são encontradas em Chelonia mydas (AGUIRRE et al., 1999), mas há 

registro em Caretta caretta (HARSHBARGER, 1991), Lepidochelys olivacea 

(AGUIRRE et al., 1999), Lepidochelys kempii (BARRAGAN; SARTI, 1994), 

Eretmochelys imbricata (D’AMATO; MORAES-NETO, 2000) e Dermochelys coriacea 

(HUERTA et al., 2002).   

 Evidências baseadas em estudos moleculares sugerem que o Chelonid 

alphaherpesvirus 5 é o agente etiológico da FP, demonstrando uma frequente 

associação da presença de DNA de ChHV5 em tecidos tumorais (LACHOVICH et 

al., 1999; LU et al., 2000; QUACKENBUSH et al., 2001; HERBST et al., 2004; ENE 

et al., 2005; DUARTE et al., 2012; PATRICIO et al., 2012; RODENBUSCH et al., 

2014; GATTAMORTA, 2015; MONEZI et al., 2016). Estudos de transmissão, já 

demonstravam o envolvimento de um vírus envelopado na etiologia da FP (HERBST 

et al., 1995) e a presença de partículas associadas a tumores, sugerindo a infecção 

por herpesvirus (JACOBSON et al., 1991). As tentativas de isolamento do vírus não 

foram bem-sucedidas (WORK et al., 2009). Recentemente, em 2017, Work e 

colaboradores demonstraram in vitro a formação de corpúsculos de inclusão 

intranucleares, evidenciando a atividade lítica do agente em cultura organotípica de 

pele. O sequenciamento genômico, nesses casos em que o vírus não é facilmente 

cultivado (WORK et al., 2009) e isolado, é uma alternativa para estudos de ecologia, 

morfologia viral e patogênese da doença. No entanto, no ChHV5, o sequenciamento 

do genoma é prejudicado pela latência desse agente que mantém um número de 

cópias baixo em comparação ao DNA do hospedeiro (QUACKENBUSH et al., 2001) 

e prejudica a metodologia de purificação dos vírions (NG et al., 2009). 

A partir de 1998, sequências curtas do DNA do Chelonid alphaherpesvirus 5 

foram descritas e depositadas no Genbank, possibilitando os primeiros estudos do 

genoma do ChHV5 (MONEZI, 2016). A organização parcial do genoma foi descrita 

pela primeira vez por Herbst e colaboradores em 2004, na qual a porção 

compreendida entre a região longa única UL9 até UL30 de 43.843pb foi descrita 

compreendendo 20 genes ortólogos aos genes cognatos de outros alphaherpesvirus 

e organizada de semelhante forma. De acordo com a análise filogenética baseada 
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na região UL27, o ChHV5 possui relação com o alphaherpesvirus, em particular com 

o herpes não oncogênico das tartarugas-marinhas descrito por Jacobson (1986) e 

denominado como LETV, classificado como Chelonid alphaherpesvirus 6, de acordo 

com Davison et al. (2009). Além dessa relação, um novo segmento de 4kb não 

equivalente a nenhum outro herpesvirus entre as regiões UL15 e UL18 foi descrito. 

Em 2012, Ackermann e colaboradores sequenciaram o genoma completo 

através de mais de 10.000 clones de cromossomo artificial bacteriano (BAC), o que 

possibilitou a classificação do ChHV5 em tipo D, que é característico do gênero 

Varicellovirus. A sequência completa compreende um total de 132.233pb, 

organizados em uma sequência longa (UL), uma sequência curta (US) e sequências 

repetidas invertidas (IRs). A descrição de quatro genes atípicos que possuem 

similaridades com herpesvirus das outras subfamílias sugere que o ChHV5 pode 

combinar características das três subfamílias. Estes genes podem estar 

relacionados à replicação viral e à ação anti-apoptose, desempenhando funções na 

patogênese da formação de tumores ou na fuga do sistema imunológico. 

Embora o uso de clones BAC não seja eficiente para o sequenciamento de 

grandes porções do genoma, este trabalho possibilitou novos caminhos para 

explorar a epizootiologia molecular da FP. Um recente estudo baseado nas 

sequências disponíveis do ChHV5 e utilizando a PCR de longo alcance sequenciou 

genomas virais parciais de tecido tumoral de Chelonia mydas acometidas pela FP 

proveniente da Flórida e do Havaí, aumentando o número de sequências de ChHV5 

disponíveis. Como descrito na literatura científica, ao comparar Havaí e Flórida, há 

uma diferença na manifestação clínica da doença. No Havaí, ocorre a prevalência de 

tumores orais, o que não é encontrado na Flórida, como também foi observado um 

declínio de casos no Havaí, ao contrário do ocorrido na Flórida. Isto pode estar 

relacionado a variantes virais e, ao obter dados de sequências, a variação 

geográfica do agente e sua possível relação com a manifestação da doença pode 

ser melhor compreendida (MORRISON et al., 2018). 

 Estudos anteriores a esse demonstraram que há diferenças entre as cepas 

virais de acordo com a localização geográfica, no entanto, em termos de sequência, 

essas diferenças eram pequenas, baseadas em análises single-loci. Nesse estudo, 

ao realizar análises multi-loci, foi possível observar que essas diferenças são 

maiores do que as já descritas, sustentando a hipótese de que isso pode influenciar 

na patogênese da FP. Também foi sugerido a possibilidade futura de coinfecção 
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interespécies possivelmente latente por variantes geográficas bem diferenciadas 

devido à história natural das tartarugas-marinhas e seu comportamento em áreas de 

alimentação, assim como a evidência da evolução dos vírus por recombinação, 

demonstrada entre as cepas do Havaí e da Flórida, o que pode influenciar na 

virulência (MORRISON et al., 2018). No Brasil, em 2015, Gattamorta investigou a 

possível relação das variações de sequências de DNA polimerase de ChHV5 e os 

determinados haplótipos de tartarugas verdes em regiões da costa brasileira. Nesse 

estudo, detectou-se a presença da mesma variante viral em secreções de indivíduos 

pertencentes a haplótipos diferentes, demonstrando que o ChHV5 no Oceano 

Atlântico pode infectar animais provenientes de diferentes áreas de reprodução. 

Os fibropapilomas cutâneos caracterizam-se por massas tumorais simples ou 

múltiplas que variam em tamanho (0,1 a 30cm de diâmetro) e aspecto (verrucoso ou 

liso), podem ser sésseis ou pedunculados e distribuem-se geralmente em 

nadadeiras, pescoço, cabeça, regiões inguinal e axilar e base da cauda (HERBST, 

1994). O tamanho e a quantidade de tumores podem interferir na habilidade do 

animal em se locomover e se alimentar, além de gerar quadros crônicos de estresse 

e imunodepressão (AGUIRRE, 1998; WORK; BALAZS, 1999). Grandes massas 

ulceradas e necróticas possibilitam a entrada de outros patógenos, o que pode 

ampliar os quadros de mortalidade (HERBST, 1994). 

Histologicamente, os tumores caracterizam-se por apresentar hiperplasia 

epidermal papilar suportada em uma matriz fibrovascular com uma proporção de 

proliferação dermal ou epidermal variável, classificando-os em papiloma, fibroma ou 

fibropapiloma. Os papilomas apresentam proliferação do componente epidermal, 

enquanto os fibromas apresentam proliferação do componente dermal e os 

fibropapilomas apresentam proliferação tanto do componente epidermal quanto do 

dermal (HERBST, 1994). Demais características histológicas, como hiperqueratose, 

nucléolos proeminentes, discariose, halo nuclear e corpúsculos de inclusão 

intranucleares, podem estar presentes (MATUSHIMA et al., 2001). Além dos 

tumores externos, nódulos viscerais também podem ser encontrados (NORTON; 

JACOBSON; SUNDBERG, 1990). Estes são descritos como fibromas, mixofibromas 

ou fibrossarcomas de baixo grau de malignidade, localizados principalmente em 

pulmões, coração, rins e intestinos, podendo gerar disfunção orgânica e morte 

(WORK, 2016). Jacobson et al. (1989), supõe que esses tumores internos estão 

presentes na fase tardia da doença e são considerados lesões crônicas.  
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Em tartarugas-verdes de Porto Rico, Kang et al. (2008) determinou a 

localização e distribuição do ChHV5 em fibropapilomas e fibromas por meio da 

técnica de hibridização in situ (ISH) e detectou a presença de DNA viral e sinais 

virais em núcleos de células epiteliais, o que pode ser atribuído ao tropismo de 

alphaherpesvirus por essas células.  Baseado na sequência de nucleotídeos, Ene et 

al. (2005) e Herbst et al. (2004) determinaram quatro variantes virais na Flórida, 

denominadas A, B, C e D, sendo que diferentes espécies de tartarugas marinhas de 

mesma área geográfica compartilharam a mesma variante, o que indica que a FP é 

geograficamente e/ou regionalmente específica.  No Brasil, Rodenbusch et al. (2014) 

identificou as variantes 1, 2 e 4 presentes em Ubatuba/SP (depositadas no Genbank 

como JN938584, JN938585 e JN938587, respectivamente) e Gattamorta (2015) 

detectou uma nova variante, ampliando assim a diversidade de variantes 

encontradas na costa brasileira. Essa nova variante de CFPHV descrita, detectada 

em secreções, cérebro, pele e tumor, apresenta 100% de identidade com as 

sequências obtidas por Patricio et al. (2012) (depositadas no Genbank como 

JN580279, JN580280, JN580281, JN580282, respectivamente), referentes a 

sequências detectadas em Porto Rico e Golfo da Guiné, o que sugere que estes 

vírus podem circular entre diferentes regiões e serem transmitidos por secreções, 

além da entrada de novas variantes na costa brasileira. Em outras infecções virais, 

estudos demonstraram que diferentes variantes podem apresentar diferentes graus 

de virulência, assim como diferenças na apresentação e severidade da doença 

(LAEGREID et al., 1993; KAASHOEK et al., 1996; BERUMEN et al., 2001; ZHANG 

et al., 2001; YUNIS; JAROSINSKI; SCHAT, 2004).  

Quackenbush et al. (2001), detectaram a presença do agente em órgãos 

internos, como fígado, cérebro, gônadas, coração e pulmões, mas não 

caracterizaram as alterações histológicas que poderiam ser decorrentes da infecção 

pelo ChHV5. Lesões causadas por herpesvirus já foram estudadas em Vipera 

ammodytes ammodytes, e os achados histopatológicos e de microscopia eletrônica 

de transmissão permitiram identificar a presença de corpúsculos de inclusão e 

vírions em diversos tecidos (CATOI et al., 2014). Em tartarugas-marinhas, achados 

necroscópicos associados ao herpesvirus incluem hepatomegalia e edema 

pulmonar, e já foram observados corpúsculos de inclusão em pulmões, rins e 

pâncreas na avaliação histopatológica (MARSCHANG, 2011). 
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   A FP tem ocorrência circuntropical, tendo sido encontrada em todos os 

grandes oceanos e registrada em indivíduos juvenis, subadultos e adultos (HERBST, 

1994). De acordo com a literatura descrita aqui anteriormente, há evidências de que 

a FP possui associação com o ChHV5. No entanto, há um consenso de seu caráter 

multifatorial, que pode estar associado a fatores ambientais e genéticos, e não 

somente a um fator primário (BALAZS, 1991; JACOBSON et al., 1991; ADNYANA; 

LADDS; BLAIR, 1997; AGUIRRE et al., 1998). Recentes estudos apontam a 

detecção de ChHV5 em espécies de tartarugas-marinhas saudáveis, indicando que 

a infecção por ChHV5 pode se manter latente nesses indivíduos (PAGE-KARJIAN et 

al., 2012; ALFARO–NUNEZ et al., 2014; PAGE-KARJIAN et al., 2015; 

GATTAMORTA, 2015; ALFARO- NUNEZ et al., 2016). Estudos também indicam a 

suspeita da participação de sanguessugas do gênero Ozobranchus e de peixes 

limpadores da espécie Thalassoma duperrey como vetores mecânicos do ChHV5 

(LU et al., 2000; GREENBLATT et al., 2004). 

Em 2016, foram apresentados dados da ocorrência da FP na costa brasileira 

referente ao período de 2000 a 2014, nos quais estão inclusos os dados do estudo 

de Baptistotte (2007) referente ao período de 2000 a 2005. A média da prevalência 

da FP foi de 32,59% (n=2940) no Ceará, 21,18% (n=779) na área costeira do Rio 

Grande do Norte, 0,14% (n=720) no Atol das Rocas (RN), 26,06% (n=278) na 

Paraíba, 0,41% (n=245) em Pernambuco, 13,91% (n=1330) em Alagoas, 13,92% 

(n=819) em Sergipe, 22,66% (n=7176) na Bahia, 21,06% (n=5124) no Espirito Santo, 

20,20% (n=5.390) no Rio de Janeiro, 10,43% (n=11366) em São Paulo, 4,21% 

(n=831) em Santa Catarina e 0,04% (n=2.431) no Rio Grande do Sul. Os dados 

referentes ao estado da Paraíba foram do período de 2002 a 2006. De acordo com 

esses dados, foi possível observar um decréscimo da doença durante o período e 

tartarugas verdes juvenis (CCC entre 40 e 60 cm), sendo predominantemente 

acometidas. A ocorrência somente foi registrada em áreas costeiras, não sendo 

observada no Atol das Rocas/RN e em Fernando de Noronha/PE até 2014 

(BAPTISTOTTE, 2016).  Em 2015, foi detectada a presença ChHV5 em secreção 

oral proveniente de Fernando de Noronha/PE de um animal que não possuía 

tumores e apresentou resultado negativo para amostra de pele (GATTAMORTA, 

2015). 
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2.5 Persistência do ChHV5 em potenciais locais não cutâneos. 

 

No Havaí, a manifestação da doença como descrita na literatura é 

predominantemente caracterizada pela presença de tumores orais, diferentemente 

do que ocorre na Flórida, onde a presença destes já foi descrita (BRESETTE et al., 

2003). No entanto, há prevalência de tumores externos. Os tumores são 

classificados como orais quando estão localizados na cavidade, glote, palato mole 

e/ou duro, faringe e língua.  Além destes tumores, nódulos viscerais em pulmões, 

rins e coração também podem ser encontrados (NORTON; JACOBSON; 

SUNDBERG, 1990; AGUIRRE et al., 2001) e, como já descrito anteriormente, estes 

são denominados tumores internos. Com base na histologia, são classificados como 

mixofibromas, fibromas ou fibrossarcomas de baixo grau de malignidade. 

 Em 1994, Herbst descreveu a presença de tumores internos em Chelonia 

mydas no Havaí. Neste estudo, os órgãos mais acometidos foram pulmões, 

seguidos de rins, coração, trato gastrointestinal e fígado, sendo observada a 

presença de tumores internos em mais de um órgão em um mesmo espécime. 

Aguirre et al. (1998) também descreveu a presença de tumores internos nos 

pulmões, rins, coração, baço e estômago em tartarugas verdes na Florida e em 

Porto Rico. Williams et al. (1994) descreveu os pulmões e os rins como sendo os 

órgãos mais acometidos nessa espécie. Work et al. (2004), em um estudo 

retrospectivo de casos de Chelonia mydas acometidas pela FP no Havaí durante o 

período de 1993 a 2003, encontrou a presença de tumores internos em 39% 

(99/255) dos casos, predominantemente encontrados em pulmões, seguidos de rins 

e coração 

Em tartarugas verdes acometidas pela FP, o ChHV5 já foi detectado em pele 

(LU et al., 2000; QUACKENBUSH et al., 2001; PAGE-KARJIAN et al., 2012), 

pulmões, rins, coração, baço, fígado, cérebro, tecido periorbital, nervos, ovários, 

testículos, língua, vesícula biliar e tireoides, mesmo com a ausência de lesão nesses 

tecidos (LU et al., 2000), além da detecção em secreções orais, oculares e cloacais 

(GATTAMORTA, 2015; MONEZI et al., 2016; CHAVES et al., 2017), sangue, urina e 

plasma (PAGE-KARJIAN et al., 2015; PAGE KARJIAN et al., 2017). De acordo com 

o estudo de Lu et al. (2000), análises comparativas demonstraram que pele, tecido 

periorbital, pulmões, coração, vesícula biliar e nervos são locais em que 90% dos 

casos foram positivos para ChHV5, ao contrário dos resultados encontrados no 
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fígado, onde menos de 50% (9/17) foram amostras positivas. Page Karjian et al. 

(2017) demonstrou em seu estudo que os rins foram o local com maior prevalência 

de ChHV5, seguido dos tumores.  

Como já descrito no tópico anterior dessa revisão, estudos recentes 

detectaram a presença de ChHV5 em animais que não apresentavam lesão 

indicando o caráter latente da infecção. A detecção do ChHV5 em tartarugas não 

acometidas pela FP é descrita em pele (GATTAMORTA, 2015; ALFARO-NUNEZ et 

al., 2016); secreções orais, oculares e cloacais (GATTAMORTA, 2015; CHAVES et 

al., 2017); rins, coração, e nervos (PAGE-KARJIAN et al., 2017); sangue e urina 

(PAGE-KARJIAN et al., 2015). Estudos investigaram a presença de ChHV5 em 

demais órgãos desses animais, dentre eles: pulmões, baço, fígado, musculo 

esquelético, vesícula biliar, jejuno e adrenais (LU et al., 2000; PAGE-KARJIAN et al., 

2017), mas não encontraram resultado positivo. 

 Evidências apontam que os tumores cutâneos são uma fonte de herpesvirus. 

No entanto, mesmo com a detecção do ChHV5 na grande maioria, há muitos casos 

em que a replicação não está ocorrendo nesses locais. Em 2014, Work e 

colaboradores sugeriram que alguns tumores apresentam focos de infecção 

produtiva em queratinócitos epidérmicos com infecção latente em fibroblastos 

dérmicos, bem como em outros sítios anatômicos (HERBST et al., 1998; 

GREENBLATT et al., 2004), o que pode ser relacionado com a detecção do ChHV5 

nos tecidos descritos pelos demais estudos citados (PAGE-KARJIAN et al., 2017). 

Em outras infecções ocasionadas por herpesvirus, infecções subclínicas e latentes 

foram determinadas nos rins, nervos cranianos e tecidos linfoides (CHEN; 

HUDNALL, 2006; GILDEN et al., 2011). Sendo assim, diante do pouco elucidado 

sobre a patogênese da FP, se o ChHV5 tiver comportamento semelhante aos 

demais herpesvirus, esses podem ser possíveis locais de persistência viral (PAGE-

KARGIAN et al., 2017).  

No Brasil, há registros de tumores internos, caracterizados como fibromas, 

nos pulmões, coração e rins de Chelonia mydas, as quais apresentavam tumores 

externos e vieram a óbito no Aquário de Santos, Litoral Sul de São Paulo. No 

entanto, nesse estudo não foi realizada a detecção molecular do ChHV5 nesses 

tumores, e as características histológicas diferiram das descritas na literatura de 

tumores internos encontrados no Havaí (DUTRA; NASCIMENTO; FUTEMA, 2012). 

CRUZ-OCHOA (2017) também relatou a presença de fibroma em pulmões de 
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Chelonia mydas proveniente de Ubatuba/SP. Em necropsias realizadas em 

tartarugas verdes acometidas pela FP provenientes do Espírito Santo, São Paulo e 

Bahia, foi registrado a presença de tumores internos na cavidade oral e esôfago 

(ROSSI et al., 2016). Em Pernambuco, nódulos viscerais caracterizados como 

fibromas foram descritos nos pulmões, pele e estômago, na porção mais próxima ao 

esôfago, em Chelonia mydas (BRITO et al., 2004). Baseado nos trabalhos 

encontrados nessa revisão, os dados indicam que, no Brasil, tumores internos não 

prevalecem como forma de manifestação da FP. No entanto, registros podem não 

ter sido realizados em muitos casos devido à condição das carcaças e/ou não 

analisados durante a necropsia. Recentes estudos a partir do desenvolvimento das 

técnicas moleculares, em grande maioria com animais do Havaí e da Flórida, locais 

em que diferem na manifestação da doença, associam essa diferença a variantes 

virais. De acordo com o aqui revisado, variantes virais desses locais não foram 

descritas no Brasil, o que pode justificar essa diferença da manifestação. Em 

Chelonia mydas acometidas pela FP no Brasil, Rodenbusch et al. (2014) detectou o 

ChHV5 em tumores, Gattamorta (2015) detectou em pele, tumores, secreções e 

cérebro, Monezi et al. (2016) detectou em tumores e secreções. Em tartarugas não 

acometidas pela FP, de acordo com esta revisão, há registro da detecção em pele, 

secreções e cérebro (GATTAMORTA, 2015). 
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3 OBJETIVO GERAL 

 

Detecção de Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV5) em tecidos tumorais, pele 

e pulmões de indivíduos de Chelonia mydas (tartaruga-verde), acometidos e não 

acometidos pela fibropapilomatose, provenientes do Litoral Norte do Estado de São 

Paulo.  

 

3.1 Objetivos específicos  

 

● Detectar a prevalência de ChHV5 em indivíduos de Chelonia mydas, acometidos e 

não acometidos pela fibropapilomatose, através da técnica de reação em cadeia 

pela polimerase (PCR). 

 

● Correlacionar a presença/ ausência do ChHV5 nos tecidos estudados em um 

mesmo indivíduo. 

 

● Determinar a localização do ChHV5 em tumores estudados, através da técnica de 

hibridização in situ. 

 

● Comparar as técnicas de hibridização in situ e reação em cadeia pela polimerase 

(PCR). 

 

● Relacionar a presença/ausência do ChHV5 determinada pela avaliação molecular 

com os achados histopatológicos presentes nos tecidos estudados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1 Área de estudo, manejo e seleção das tartarugas 

 

Neste estudo, foram avaliadas amostras biológicas (tumores 

externos/internos; pele e pulmões) provenientes de 53 indivíduos de Chelonia mydas 

(tartaruga-verde), sendo 35 acometidos pela fibropapilomatose e 18 não acometidos 

pela doença. Autorização SISBIO Nº 32636-7; 32636-9 e CEUA Nº 9465110716. 

 Desde o ano de 2000, foi inserida na base de dados do Projeto TAMAR a categoria 

“tumores”. Cada indivíduo capturado incidentalmente, encontrado encalhado ou 

boiando, é analisado para detecção de tumores externos e segue o protocolo 

padronizado para coleta de amostras biológicas. Esse protocolo consiste no registro 

de dados como espécie, sexo (quando possível determinar), localização, biometria 

(comprimento curvilíneo da carapaça- CCC e largura curvilínea da carapaça- LCC), 

número da marcação, condição geral (morta/viva) e condição corporal, entre outros 

(BAPTISTOTTE., 2016). De acordo com estes dados, as tartarugas-verdes deste 

estudo foram capturadas ou resgatadas nos municípios de Ubatuba/SP (23°26’02” 

S, 45°04’16” W), em diferentes localidades de São Sebastião/SP (23°45’36” S, 

45°24’35” W), Ilha Bela/SP (23º 46’ 41” S, 45º 21’ 29” W)  e Caraguatatuba/SP 

(23º37’13” S, 45º24’47” W), situados no Litoral Norte do Estado de São Paulo, área 

costeira brasileira, onde há ocorrência de animais com e sem fibropapilomas. As 

Figuras 4 e 5 apontam os pontos de colheita destes indivíduos, acometidos e não 

acometidos pela FP, respectivamente, determinando a localidade. Em três 

indivíduos, sendo dois acometidos pela FP e um não acometido, não foram 

registrados os dados referentes à localidade destes animais. Assim, o número 

amostral (n) presente nas Figuras 4 e 5 corresponde aos indivíduos que possuíam o 

registro de localidade.  
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             Figura 4. Demarcação das regiões (localidade) onde os indivíduos de Chelonia 
                             mydas (tartaruga-verde) acometidos pela FP estudados foram encontrados. 

 
Fonte: Elaborado por Eduardo Machado para este estudo. 

 

            Figura 5. Demarcação das regiões (localidade) onde os indivíduos de Chelonia 
                           mydas (tartaruga-verde) não acometidos pela FP estudados foram 
                           encontrados.  

Fonte: Elaborado por Eduardo Machado para este estudo. 
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As amostras biológicas avaliadas foram coletadas, no período de 2016/2017, 

em sua maioria, no Projeto TAMAR, base de Ubatuba/SP, onde se encontra uma 

estrutura de reabilitação e monitoramento da área. Devido a isso, há permanência 

de tartarugas-marinhas, principalmente tartarugas-verdes, e um elevado número de 

animais capturados na região. Uma menor parte das amostras foram procedentes de 

auto de infração ambiental no Arquipélago de Alcatrazes, São Sebastião/SP, e 

encaminhadas para o Grupo de Pesquisa sobre Fibropapilomatose em Tartarugas 

Marinhas, Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), Universidade de 

São Paulo (USP). 

No Brasil, duas bases do Projeto TAMAR estão em áreas exclusivamente de 

alimentação, sendo a base de Ubatuba/SP uma destas e a única presente no 

Sudeste Brasileiro, monitorando assim as tartarugas-marinhas presentes em toda a 

microrregião do Litoral Norte do Estado de São Paulo. De acordo com os dados 

apresentados no relatório NOOA por Baptistotte (2016), baseado no banco de dados 

do Projeto TAMAR, a média de prevalência de C.mydas acometidas pela FP no 

estado de São Paulo no período de  2000 a 2014 foi de 10,4% (n=11366). A 

literatura sugere que a infecção pelo ChHV5 ocorre nas áreas de alimentação (ENE 

et al., 2005; CHALOUPKA et al., 2008), ressaltando a importância de estudos em 

indivíduos provenientes destas regiões. 

 

4.2 Obtenção dos dados biométricos  

 

Foram coletados os dados biométricos: comprimento curvilíneo da carapaça 

(CCC), largura curvilínea da carapaça (LCC) e massa corpórea (MC) de cada 

espécime.  

 

4.3 Obtenção das amostras de pele, pulmões e tumores. 

  

 Foram amostrados 53 indivíduos, sendo que, em cada indivíduo, ao menos 

uma das amostras de tecidos (tumor externo e/ou interno, pele e pulmões) foi 

coletada. A coleta dos tecidos amostrados variou de acordo com as seguintes 

situações: 1- Se o indivíduo possui ou não a presença de tumores externos 

(acometido ou não acometido pela FP); 2- Se o indivíduo veio a óbito durante o 

período das coletas; 3- Se o indivíduo foi encaminhado morto. Baseado nestas 
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situações, as amostras foram obtidas das seguintes maneiras: na situação 1, foram 

realizadas biópsias de pele nos indivíduos que não possuíam tumores externos (não 

acometidos pela FP) e biópsias de pele e tumor nos que possuíam tumores externos 

(acometidos pela FP). Durante o período decorrido da coleta, alguns indivíduos que 

passaram por biópsias vieram a óbito; nesta situação, definida como 2, foram 

obtidas amostras de pulmões destes espécimes em necropsia e foi avaliada a 

presença de tumores internos. Logo, estes animais possuem pele e/ou tumor 

externo procedentes de biópsia e pulmões e/ou tumor interno procedentes de 

necropsias. Na situação 3, todos os tecidos amostrados (pele, tumor externo e/ou 

interno e pulmões) foram obtidos em necropsia. As situações 1 e 2 compreendem os 

indivíduos coletados no Centro de Reabilitação do Projeto TAMAR em Ubatuba/SP 

(50/53 espécimes), enquanto que a situação 3 corresponde aos três espécimes 

(3/53 espécimes) provenientes do auto de infração no Arquipélago de Alcatrazes/SP.  

 

4.3.1 Acometidos pela FP 

  

Dos 35 espécimes amostrados acometidos pela FP, três correspondem aos 

animais recebidos mortos provenientes do Arquipélago de Alcatrazes/SP; e dos 32 

animais coletados no Centro de Reabilitação do Projeto TAMAR Ubatuba/SP, 10 

vieram a óbito. Cabe ressaltar que mais de uma amostra de tumores externos foram 

coletadas em alguns indivíduos, e que foi encontrada em exame necroscópico a 

presença de tumor interno em pulmões de um indivíduo. Em três indivíduos, não 

foram realizadas a biópsia de pele, e um indivíduo tinha sido submetido a cirurgia de 

retirada de tumores antes da coleta (assim, esta amostra não foi obtida). A Tabela 1 

apresenta a síntese das amostras obtidas destes espécimes, sendo que a 

discriminação destas foi realizada de acordo com a situação (descrita anteriormente) 

em que o indivíduo se encontrava no momento da coleta. 

 

Tabela 1- Discriminação das amostras obtidas de indivíduos de Chelonia mydas acometidos pela FP,  
baseada na situação dos indivíduos no momento da coleta.                                   (continua) 

Indivíduos 
acometidos pela FP 

n de amostras/ n de indivíduos correspondentes 

Tumor externo Tumor interno Pele Pulmões 

Vivos (situação 1) 31/31 ¹SA 

 

29/29 ¹SA 
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(continuação) 

Indivíduos 
acometidos pela FP 

n de amostras/ n de indivíduos correspondentes 

Tumor externo Tumor interno Pele Pulmões 

 

Vieram a óbito 

(situação 2) 

 

²BI 

 

1/1 

 

²BI 

 

10/10 

 

Encaminhados 

mortos (situação 3) 

 

11/3 

 

³NE 

 

3/3 

 

3/3 

 

Não coletados 

 

1/1 

 

0 

 

3/3 

 

0 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
¹SA sem amostragem; ²BI biópsia; ³NE não encontrado;  

 

4.3.2 Não acometidos pela FP 

 

Dos 18 espécimes não acometidos pela FP, todas as amostras foram 

coletadas no Centro de Reabilitação do Projeto TAMAR em Ubatuba/SP. Logo, a 

determinação dos tecidos amostrados variou de acordo com as situações 1 e 2 

(descritas anteriormente), que indicam se os indivíduos possuem ou não tumores 

externos e se vieram a óbito durante o período decorrido das coletas, 

respectivamente. Destes 18 espécimes, 15 vieram a óbito. Foram obtidas 18 

amostras de pele procedentes de biópsia e 14 amostras de pulmões procedentes de 

necropsia. Em um indivíduo que veio a óbito, não foi obtida amostra de pulmões. A 

Tabela 2 apresenta a síntese das amostras obtidas destes espécimes, sendo que a 

discriminação destas foi realizada de acordo com a situação (descrita anteriormente) 

em que o indivíduo se encontrava no momento da coleta. 

 

Tabela 2- Discriminação das amostras obtidas de indivíduos de Chelonia mydas não acometidos pela 
FP, baseada na situação dos indivíduos no momento da coleta.  

Indivíduos não acometidos pela 
FP 

n de amostras/ n de indivíduos correspondentes 

Pele Pulmões 

Vivos (situação 1) 18/18 ¹SA 

Vieram a óbito 
 

²BI 
 

14/14 
 

Não coletados 
 

0 
 

1/1 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 ¹SA sem amostragem; ²BI biópsia. 
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4.3.3 Visão geral das amostras obtidas com base na situação dos espécimes. 

 

De maneira geral, as amostras obtidas neste estudo foram provenientes de 25 

espécimes que permaneceram vivos até o final do período de coletas, 25 que vieram 

a óbito e três que foram encaminhados mortos. A tabela 3 apresenta de forma geral 

as amostras obtidas neste estudo que foram submetidas às análises.  

 
Tabela 3. Amostras obtidas dos indivíduos de Chelonia mydas, acometidos e não acometidos pela 

FP, baseada na situação dos indivíduos no momento da coleta.  

Indivíduos FP +/- n de amostras/ n de indivíduos correspondentes 

Tumor ext Tumor int Pele Pulmões 

FP+ FP- FP+ FP- FP+ FP- FP+ FP- FP+ FP- 

 

Vivos 

 

32 

 

18 

 

31/31 

 

¹SA 

 

¹SA 

 

¹SA 

 

29/29 

 

18/18 

 

¹SA 

 

¹SA 

 

Vieram a 

óbito 

 

 

10/32 

 

15/18 

 

BI 

 

¹SA 

 

1/1 

 

³NE 

 

²BI 

 

²BI 

 

10/10 

 

14/14 

Enc.Mortos 

 

3 0 11/3 0 ³NE ³NE 3/3 0 3/3 0 

Total 53 42 1 50 27 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
¹SA sem amostragem; ²BI biópsia; ³NE não encontrado. 

 

As coletas das amostras por biópsia foram realizadas com material cirúrgico 

estéril (bisturi), individualizado para cada animal e cada fragmento de tecido 

coletado. A região a ser coletada foi previamente higienizada com solução 

iodopolvidine e os fragmentos de pele e tumores foram divididos em duas partes 

iguais. As amostras de pulmões e do tumor interno (quando presentes) foram 

coletadas por Cruz-Ochoa (2017).  

Cada amostra foi armazenada em microtubos, contendo solução formalina 

tamponada para caracterização histopatológica e solução RNAlater para avaliação 

molecular (PCR e hibridização in situ). O transporte foi feito sob refrigeração até os 

laboratórios da USP para o processamento das amostras. 
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4.4 AVALIAÇÃO MOLECULAR 

4.4.1 Preparação das amostras para extração de DNA 

 

O processamento prévio das amostras para extração de DNA foi realizado no 

Laboratório de Patologia Comparada de Animais Silvestres (LAPCOM) da Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo. Os microtubos 

foram submetidos a agitação em vórtex e a 3 ciclos de congelamento em nitrogênio 

líquido, a -80ºC, e descongelamento a 56°C, sendo posteriormente clarificadas a 

5000 × g durante 15 minutos, a 4 ºC; e uma alíquota de 100µL do sobrenadante foi 

submetida ao protocolo de extração de DNA. 

 

4.4.2 Extração de DNA 

 

Em uma alíquota de 100µL do sobrenadante de cada amostra, foram 

adicionados 500µL de solução de lise (SDS 1%; 100mM EDTA pH 8.0; 20mM Tris-

HCl ph 8; água MilliQ) e 10 µL de Proteinase K. A solução foi homogeneizada em 

vórtex e incubada overnight a 37 °C em termobloco. 

 Após incubação, 250µL de fenol e 250µL de clorofórmio foram adicionados 

em cada microtubo, seguido de homogeneização e centrifugação por 10 minutos a 

12000 × g, a 4 °C, para a separação das fases. Uma alíquota de 500 µL do 

sobrenadante foi transferida para outro microtubo e 500µL de isopropanol foram 

adicionados. Esta solução foi incubada a -20 ºC overnight e, em seguida, 

centrifugou-se por 30 minutos a 12000× g a 4 °C, para precipitação do pellet. 

 O sobrenadante foi descartado por inversão e cada pellet foi submetido à 

lavagem com 1 mL de etanol 70%. A amostra foi novamente centrifugada por 10 

minutos e, em seguida, o sobrenadante foi desprezado por inversão de tubo. 

 Cada pellet obtido foi submetido a secagem em termobloco a 56 ºC, por 10 

minutos, e o material obtido foi eluído em 30 µL de TE ph 8 (10mm Tris-HCl; 1mm 

EDTA), incubado por 10 minutos a 56 ºC e armazenado a -20 ºC até a realização da 

PCR. 

O DNA obtido foi quantificado em Biotek Epoch Microplate Spectrophotometer 

e somente amostras com mais de 0µg/µL foram submetidas a Reação de PCR. 
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4.4.3 Reação em cadeia pela polimerase (PCR) 

  

A metodologia descrita neste tópico foi feita de acordo com o estudo de 

Gattamorta (2015). Amostras de pele, tumores externo e interno (quando presentes) 

e pulmões (quando coletados) foram submetidas à detecção do ChHV5 através da 

técnica por reação em cadeia pela polimerase (PCR), apresentando resultados de 

maneira qualitativa. Os primers utilizados e os tamanhos dos fragmentos 

amplificados foram apresentados no Quadro 1.  

 

Quadro 1. Primers e Genes-alvos utilizados para a detecção do ChHV5 neste estudo. 

Primers e 

Gene-alvo 

Sequência dos primers (5’-3’) Tamanho 

do 

fragmento 

Referência 

UL18 

Proteína de 

capsídeo gene 

UL18. 

F: GTGGAACCCCGCCGGGTAAT 

R: TGATCCGGGCCGAGTAGCGG 

140pb Alfaro-Nunez; 

Gilbert, 

(2014). 

F-US3B 

Similar a uma 

serina/treonina 

quinase 

F: TAGAGGTTCGGCTTTGGCTG 

R: CGCCATTCAGTTGCTCGAAG 

~700pb Gattamorta 

(2015). 

GTHV 

DNA 

polimerase de 

ChHV5 

F: GACACGCAGGCCAAAAAGCGA 

R: AGCATCATCCAGGCCCACAA 

~480pb Quackenbush 

et al. (2001). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

  

A amplificação de cada uma das sequências-alvo foi realizada conforme o 

seguinte protocolo: os genes UL18, de acordo com Alfaro-Nunez; Gilbert (2014), o 

gene da DNA polimerase, conforme Rodenbusch et al., (2014), e o gene F-US3B, 

conforme Gattamorta (2015).  
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4.4.4 Leitura e análise dos produtos da PCR  

 

Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese horizontal (25µL DNA 

amplificado) acrescidos de 2 µL de corante Gel Loading Buffer (Invitrogen Carlsbad, 

CA) em gel de agarose 2,0%, acrescidos de tampão de corrida TBE 0,5X pH 8,0 a 

110V/50mA. O gel foi corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen Carlsbad, 

CA) e visualizado com luz ultravioleta (UV) em câmara escura. As amostras que 

revelaram bandas de DNA do tamanho do fragmento de cada gene e, de acordo 

com o controle positivo, foram consideradas positivas para a reação de PCR 

utilizada.  

 

4.4.5 Purificação e sequenciamento de nucleotídeos  

 

 Os produtos da PCR foram recortados do gel de agarose e purificados 

utilizando o Kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare). 

Após a purificação, os produtos foram submetidos ao sequenciamento (Sanger), 

realizado por laboratório especializado. 

 

4.4.6 Análises das sequências 

 

 As sequências obtidas foram submetidas à análise qualitativa do 

eletroferograma pelo programa PHRED (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph) 

e apenas aquelas com valores superiores a 20 foram aceitas e analisadas utilizando 

os programas BioEdit 5.0.6 (HALL, 2001) e MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2011), 

alinhadas com Clustal W (THOMPSON; GIBSON; HIGGINS, 2002), gerando um 

contig a partir das sequências senso e antisenso. Os contigs foram submetidos a 

análise de similaridade através do programa BLAST- Basic Local Alignment Search 

Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (ALTSCHUL et al., 1990) para avaliar a 

homologia entre as sequências obtidas e aquelas disponíveis no Genbank. Neste 

estudo, foram submetidos ao sequenciamento os produtos da PCR detectados pelo 

primer correspondente a DNA polimerase do ChHV5. 

 

4.4.7 Análise filogenética  
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 As sequências do gene estudado (DNA polimerase de ChHV5) foram 

alinhadas com sequências similares disponíveis no Genbank. A árvore filogenética 

foi elaborada com o programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2011), utilizando o 

Método de Agrupamento de Vizinhos, o modelo Jukes-Cantor e a confiabilidade dos 

ramos da árvore filogenética foi testada com 1000 repetições de bootstrap. 

 

4.4.8 Preparação da probe para hibridização in situ 

  

 Riboprobes foram gerados com base nos amplicons da DNA polimerase 

FPTHV (UL30, pol) obtidos pela PCR (Genbank número de acesso AF035003). Os 

amplicons de 364 pb foram produzidos por primers de PCR primários (F: 5’ 

AGCATCATCCAGGCCCACAATCTG-3’; R: 5’- 

CGGCCAGTTCCGGCGCGTCGACCA- 3’), e nested PCR primers com os 

adaptadores SP6 e T7 (forward 5 '-

ggtacctaatacgactcactatagggaCGGCGAGCCGAAACGCTCAAGG-3' e inverter: 5'-

ggtaccatttaggtgacactatagaatagtTCCGTTCCCCAGCGGGTGTGAA-3'), seguido por 

purificação a partir de um gel de agarose. Os produtos de PCR amplificados foram 

sequenciados e uma busca por homologias com sequências conhecidas foi feita 

usando o banco de dados de nucleotídeos Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. As probes sense (detecta DNA 

genômico viral) e anti-sense (detecta mRNA de cadeia positiva de FPTHV) foram 

geradas por transcrição in vitro do produto de PCR utilizando o kit de marcação DIG 

RNA (Roche Applied Science, Indianapolis, IN), seguindo as instruções do fabricante 

e armazenado a -80 ° C. 

 

4.4.9 Hibridização in situ 

 

 Fragmentos de 3 µm de tumores externos fixados em formalina e 

embebidos em parafina (FFPE) foram desparafinados e reidratados manualmente. O 

bloqueio endógeno da peroxidase foi realizado com solução de peróxido de 

hidrogênio a 6% (Quimesp Química, Guarulhos, Brasil) e metanol (Merk, Darmstadt, 

Alemanha) (volume/volume) por 10 min. Resumidamente, para a digestão 

enzimática, o tecido foi tratado com solução de pepsina a 37ºC durante 30 minutos e 

depois lavado com água destilada à temperatura ambiente. Após a etapa de pré-
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tratamento térmico (incubação em EDTA por 15min; 98ºC; lavagem de água 

destilada por 1 min, temperatura ambiente), esfregaços foram hibridizados com uma 

mistura de probes sense e anti-sense marcadas (5µl, 10 min a 75ºC e overnight a 

37ºC em câmara úmida). Para a detecção e CISH, foi utilizado o Kit Zytofast Plus 

Cish Implementation Kit-HRP-DAB (Zytovision, Bremerhaven, Germany - Ref. T-

1063-40), de acordo com as instruções do fabricante (Zytovision, Bremerhaven, T-

1063-40). A detecção do DNA de FPTHV em esfregaços foi realizada por rabbit-anti-

DIG (60 min at 37ºC) e anti-rabbit-HRP-polymer (60 min, 37ºC). Para a contrastação, 

utilizou-se hematoxilina de Mayer (1 min, temperatura ambiente). As lâminas foram  

contracoradas com hematoxilina e cobertas com Permount (Fisher Scientific, St. 

Louis, MO, EUA). Os esfregaços corados foram avaliados por microscopia de luz 

(Olympus CX22 Led) sob objetivas 40x e 100X. Esfregaços com células marcadas 

em marrom (DAB) sobre o fundo azul foram considerados positivos. Uma probe non-

sense de DNA (Zytovision, Bremerhaven, Alemanha) e solução de hibridização sem 

a probe foram utilizadas como controles negativos. 

 

4.5 AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA  

 

As amostras de tumor externo e pele coletadas por biópsia foram fixadas em 

formol 10% e seccionadas em fragmentos menores, os quais foram tratados em 

soluções crescentes de álcool (70°, 95º e absoluto), sendo desidratados. A seguir, 

esse material foi diafanizado por imersão em xilol e incluso em parafina. Após 

solidificação da parafina, os blocos foram aparados e preparados para serem 

adaptados ao micrótomo, no qual foram obtidos cortes de aproximadamente 5 µm de 

espessura. Após obter os cortes, a técnica de coloração realizada foi Hematoxilina-

Eosina. A maioria das avaliações histopatológicas de pulmões foram realizadas pelo 

estudo de Cruz-Ochoa (2017). Os pulmões coletados durante a necropsia neste 

estudo foram submetidos à mesma metodologia de processamento já citada para 

tumores externos e pele.  

A observação das lâminas foi feita em microscópio de luz comum, em 

aumentos crescentes, pesquisando corpúsculos de inclusão viral de acordo com a 

proposta deste trabalho e buscando confrontar os nossos achados com as 

avaliações moleculares (PCR e hibridização in situ), bem como com as descrições 

disponíveis em outros trabalhos científicos 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Espécimes  

 

Neste estudo, a prevalência de indivíduos acometidos pela fibropapilomatose 

foi de 66,03% (35/53) (Tabela 4).  

 

Tabela 4. Prevalência de FP, Origem e Localidade dos indivíduos de Chelonia mydas acometidos e 
não acometidos pela FP. 

¹ +/- 

FP 

Indivíduos 

 

Indivíduos 

Amostrados 

Localidade Origem 

²LOC ³ORI ⁴UBA ⁵SSB ⁶ILB ⁶CGT ⁷P ⁹E ¹⁰B 

 

+ FP 

 

 

 35/53 

 

33/35 

 

31/35 

 

26 

 

5 

 

1 

 

1 

 

24 

 

4 

 

3 

 

- FP  18/53 17/18 16/18 14 3 0 0 3 4 9 

 

Total 

 

53 

 

50 

 

47 

 

50 

 

47 

Fonte: (Elaborado pelo autor). 
¹ FP+/FP- acometidos pela FP e não acometidos pela FP; ² Localidade; ³ Origem; ⁴ Ubatuba/SP; ⁵ São 
Sebastião/ SP; ⁶ Ilha Bela/SP; ⁶ Caraguatatuba/SP; ⁷ Pesca; ⁹ Encalhe; ¹⁰ Boiando. 

 

Os espécimes acometidos pela FP foram, em sua maioria, provenientes de 

Ubatuba/SP – seguido por São Sebastião/SP, Ilha Bela/SP e Caraguatatuba/SP, 

sendo que dentro de São Sebastião/SP há registros no Arquipélago de 

Alcatrazes/SP. Os espécimes não acometidos são provenientes de Ubatuba/SP, 

seguido por São Sebastião/SP (Tabela 4). Estes dados indicam a presença de FP 

nestas localidades, que compõem a microrregião do litoral Norte do Estado de São 

Paulo.  

Esta microrregião é uma área de alimentação de tartarugas-verdes (Chelonia 

mydas) e, com base na história natural desta espécie e em seu comportamento 

nestas áreas, sabe-se que as Chelonia mydas migram entre as áreas de 

alimentação. Ottoni- Neto; Gallo; Becker (2012) registrou casos de recaptura, no 

Arquipélago de Alcatrazes/SP, de indivíduos provenientes da Laje de Santos/SP e 

de Ubatuba/SP, bem como o caso de um indivíduo procedente do Arquipélago de 

Alcatrazes/SP recapturado em Almofala/CE. 
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A microrregião do Litoral Norte do Estado de São Paulo possui forte pressão 

oriunda da ocupação humana, com a concentração da população em faixas 

litorâneas. Economicamente, é caracterizada pela presença de empreendimentos 

em ampliação, instalação e operação (Porto de São Sebastião – Cais Comercial 

Público e Terminal Marítimo Almirante Barroso; Unidades da Petrobras em São 

Sebastião e Caraguatatuba; Estrada do Contorno Norte; e Exploração e Produção 

de Petróleo e Gás Natural no Polo Pré-Sal da Bacia de Santos), além da pesca e 

aquicultura, atividades imobiliárias e turismo, sendo esta última sua principal 

vocação (ICMBIO, 2017). 

O setor industrial está em crescimento em consequência da expansão das 

atividades portuárias e petroleiras, principalmente em São Sebastião/SP e 

Caraguatatuba/SP, considerando o Pré-Sal e suas atividades como o principal fator 

atual para ampliação da malha viária. O Terminal Marítimo Almirante Barroso é o 

maior terminal aquaviário da América do Sul em volume de carga, chegando a 50% 

de toda a produção do Brasil, o que equivale à movimentação de 4 bilhões de litros 

por mês de petróleo. Por isso, é considerado como a terceira melhor região portuária 

do mundo. Em Caraguatatuba/SP, a Unidade de Tratamento de Gás Monteiro 

Lobato possui produção de 17,41 milhões de metros cúbicos de gás por dia e, até 

2016, processou todo o gás produzido pela Bacia de Santos, o que equivale a 70% 

da produção da camada Pré-sal. Além destas atividades, estas regiões  são 

povoadas por populações tradicionais (indígenas, quilombolas, caiçaras), que 

executam atividades de agricultura, pecuária e pesca artesanal (ICMBIO, 2017). 

 Baseado na literatura, há um consenso de que a etiologia da FP é multifatorial 

(JACOBSON et al., 1991; ADNYANA; LADDS; BLAIR, 1997; AGUIRRE et al., 1998) 

e que fatores como o desenvolvimento demográfico e atividades industriais e 

agronômicas próximas a ambientes costeiros podem contribuir para o aumento da 

prevalência desta (ADNYANA; LADDS; BLAIR, 1997). Também é sugerido que 

poluentes químicos induzam à quebra da latência viral ou causem imunossupressão, 

contribuindo para o desenvolvimento da FP (HERBST; KLEIN, 1995).  

Estudos que abrangem a região de Ubatuba/SP demonstram que os 

indivíduos presentes nesta região foram expostos a compostos organoclorados, 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPS), poluentes orgânicos persistentes 

(POPs) e metais.  Sanchez-Sarmiento et al. (2016) demonstraram a presença de 

compostos organoclorados em Chelonia mydas, assim como Vilca et al. (2018) 
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demonstrou a presença de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAPs), 

integrantes naturais do petróleo, em Chelonia mydas, apontando diferença nos 

níveis em animais acometidos e não acometidos pela FP. Além disso, poluentes 

orgânicos persistentes (POPs) foram detectados em pinguins de Magalhães 

(Spheniscus magellanicus) (BALDASSIN et al., 2012). Em outras regiões do Brasil, 

metais como prata (Ag), cádmio (Cd), cobre (Cu), zinco (Zn) e chumbo (Pb) foram 

detectados (SILVA et al., 2014), e concentrações de mercúrio foram encontradas em 

Chelonia mydas (BEZERRA et al., 2013). 

Dados de prevalência da doença no Brasil, referentes à análise de banco de 

dados de 2000 a 2014, demonstraram que, durante este período, a prevalência da 

doença no Arquipélago de Fernando de Noronha/PE e no Atol das Rocas/RN foi 

zero (BAPTISTOTTE, 2016). Isso sugere que a doença não ocorre nestes 

ambientes, baseado na possível variável ambiental envolvida na etiologia da FP 

(ADNYANA; LADDS; BLAIR, 1997). No entanto, após este período, o ChHV5 foi 

detectado em Fernando de Noronha/PE em secreção oral de tartaruga-verde sem 

tumores  (GATTAMORTA, 2015), tendo ainda sido descrita e confirmada por 

avaliação histopatológica e molecular a presença da doença com manifestação 

clínica na mesma região (GATTAMORTA et al., 2018).  

De acordo com a literatura, a indicação de baixas prevalências em regiões de 

Ilhas está relacionada ao fato destas serem ambientes que possuem menor 

interferência humana e desenvolvimento (HERBST; KLEIN, 1995). As regiões de 

Alcatrazes/SP e Ilha Bela são Arquipélagos, sendo que Alcatrazes/SP possui menor 

interferência antrópica devido à restrição de atividades como turismo (ICMBIO, 

2017). No entanto, estas regiões estão sujeitas às mesmas condições ambientais 

dos demais locais estudados, o que pode ser um fator contribuinte para o 

desenvolvimento da doença, tendo em vista as atividades econômicas 

desenvolvidas e a exposição dos indivíduos aos compostos citados. No Arquipélago 

de Alcatrazes/SP, dados de expedições realizadas entre 2000 e 2001 demonstraram 

a prevalência de 23,3% (de 74 animais) das tartarugas-verdes capturadas 

acometidas pela FP (GALLO et al., 2002).  

Baseado no citado até este ponto da discussão, a literatura aponta que a área 

estudada possui animais expostos aos compostos derivados das atividades 

econômicas desenvolvidas, os quais podem causar imunossupressão, que, por sua 

vez, pode contribuir para o desenvolvimento da FP (AGUIRRE et al., 1995). 
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Portanto, é possível que a doença esteja relacionada a um impacto ambiental 

desfavorável (HERBST; KLEIN, 1995; VAN HOUTAN; HARGROVE; BALAZS, 2010), 

o que evidencia a importância da proteção destas áreas de alimentação e 

desenvolvimento, onde as tartarugas-verdes (Chelonia mydas) residem por um 

período (AMOROCHO; REINA, 2007).  

Em relação à origem, a maior parte dos animais foram capturados 

incidentalmente na pesca (Tabela 4).  Dados de capturas, presentes no estudo 

realizado em Ubatuba/SP por Gallo e colaboradores (2006), demonstraram alta 

prevalência da espécie Chelonia mydas na região, indicando que esta é uma área 

de desenvolvimento da espécie, e que a forma de captura mais frequente 

demonstrada foi a incidental na pesca, principalmente por métodos artesanais. Estes 

dados corroboram com os de origem presentes neste estudo.  

 

5.2  AVALIAÇÃO MOLECULAR 

 

No presente estudo, a detecção do ChHV5 foi realizada por meio da técnica 

de reação em cadeia pela polimerase (PCR) de pele, tumores externo e interno e 

pulmões, bem como através da técnica de hibridização in situ em amostragem de 

tumores externos.  

 

5.2.1 Reação em cadeia pela polimerase (PCR) 

 

De acordo com o que foi apresentado anteriormente nas descrições de 

obtenção de amostras, foram avaliadas 42 amostras de tumores externos, 1 amostra 

de tumor interno encontrada em exame necroscópico em pulmões, 27 amostras de 

pulmões, e 50 amostras de peles, provenientes dos 53 espécimes deste estudo. 

A técnica de reação em cadeia pela polimerase qualitativa foi utilizada para a 

detecção do ChHV5. A metodologia foi baseada em três genes-alvo do ChHV5, que 

possuem diferentes tamanhos, como descrito na literatura: F-US3B ~700pb 

(GATTAMORTA, 2015), GTHV possui ~ 480pb (QUACKENBUSH et al., 2001), e UL- 

18 ~140pb (ALFARO-NUNEZ; GILBERT, 2014). No estudo de Alfaro-Nunez; Gilbert 

(2014), a sensibilidade de vários ensaios de PCR alternativos para detectar o 

ChHV5 foi comparada a fim de recomendar um método adequado para avaliar a 

prevalência viral em amostras tumorais e não tumorais de tartarugas-marinhas. 
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Segundo este estudo, fragmentos pequenos são normalmente utilizados para 

diagnóstico devido à maior sensibilidade de detecção quando comparados a 

fragmentos maiores. De acordo com o descrito (ALFARO-NUNEZ; GILBERT, 2014) 

e com as metodologias utilizadas em estudos no Brasil (RODENBUSCH et al., 2012, 

2014; GATTAMORTA, 2015; MONEZI et al., 2016), neste estudo foram utilizados 

diferentes primers de diferentes tamanhos com a finalidade de garantir sensibilidade 

à metodologia.  

 As amostras foram consideradas positivas quando apresentaram resultado 

positivo na detecção do ChHV5 para pelo menos um destes três genes avaliados. 

Em relação à avaliação por indivíduos, foram considerados positivos aqueles que 

apresentaram resultado positivo na detecção do ChHV5 para pelo menos um dos 

tecidos avaliados correspondentes. 

 

5.2.1.1 Detecção de ChHV5 nas amostras de tumores externo e interno, pele e 

pulmões. 

 

 A tabela 5 apresenta os resultados obtidos neste estudo com relação à 

detecção do ChHV5, indicando sua presença nas amostras avaliadas de tumores 

externo e interno, pele e pulmões. As amostras que revelaram bandas do tamanho 

de fragmento de cada gene e estavam de acordo com o controle positivo foram 

consideradas positivas para a reação de PCR.  

 As Figuras 6, 7 e 8 apresentam os produtos de amplificação da proteína de 

capsídeo gene UL18 (Figura 6), da DNA polimerase de ChHV5 (Figura 7), e de 

similar a uma serina/treonina quinase (Figura 8) em uma parcela das amostras 

estudadas.  

 

Tabela 5. Detecção de ChHV5 nas amostras de tumor externo, tumor interno, pele e pulmões dos 
espécimes acometidos e não acometidos pela fibropapilomatose.   

FP+/-¹ Tumor externo Tumor interno Pele Pulmões 

 
FP+ 

 
85,71%(36/42) 

 
100% (1/1) 

 
75% (24/32) 

 
92,30%(12/13) 

 
FP- 

 
SA² 

 
SA² 

 
27,77% (5/18) 

 
100% (14/14) 

 
Total 

 
85,71%(36/42) 

 
100% (1/1) 

 
58% (29/50) 

 
96,29% (26/27) 

Fonte: (Elaborado pelo autor). 
¹FP+/FP- acometidos pela FP e não acometidos pela FP; ² sem amostragem. 
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Figura 6. Detecção dos produtos amplificados 

em   pele, pulmões e tumores interno e 
externo de Chelonia mydas para proteína 
de capsídeo gene UL18 (140pb) em gel 
de agarose 2%.   

Figura 7. Detecção dos produtos amplificados 
em pele, pulmões e tumores interno e 
externo de Chelonia mydas para DNA 
polimerase (480pb) em gel de agarose 
2%.  

L     1     2     3     4       C+ C- L 1    2    3     4      C+ C- 

 
 

L: ladder 100pb; 1: tumor 5; 2: pele 7; 3: pulmão 
9 ;4: pele 19; C+: controle positivo; C- controle 
negativo. 

L: ladder 100pb; 1: tumor 14; 2: tumor 15; 3: pele 
16; 4: pulmão 13; C+: controle positivo; C- 
controle negativo 

Fonte: Arquivo pessoal Roberta R Zamana. Fonte: Arquivo pessoal Roberta R Zamana. 
 

                                         Figura 8. Detecção dos produtos amplificados em 
                                         pele, pulmões e tumor interno e externo de  

Chelonia mydas para F-US3B (700pb) em  
gel de agarose 2%. 

                                          L          1           2         3            4          C+      C- 

 
                                         L: ladder 100pb; 1: pulmão 46; 2: pulmão 47; 3: 
                                         Pele 53; 4: tumor 21; C+: controle positivo; C-: 
                                         controle negativo. 

Fonte: Arquivo pessoal Roberta R Zamana. 
 



60 
 

 
 

 Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram prevalência de ChHV5 

em 85,71% (36/42) dos tumores externos (Tabela 5). Monezi et al. (2016), em 

estudo realizado em Ubatuba/SP, demonstraram prevalência de 58,14% (25/43). 

Entretanto, esta diferença pode ser devida às metodologias utilizadas. Em ambos, 

foi utilizada a reação em cadeia pela polimerase qualitativa. Neste estudo, diferentes 

primers de diferentes tamanhos foram utilizados. No estudo de Monezi et al. (2016), 

a detecção foi realizada de acordo com a metodologia de Lu et al. (2000), baseada 

somente na região de DNA polimerase do vírus, o que pode resultar em uma menor 

sensibilidade da técnica empregada. 

 A literatura referente à manifestação clínica da FP nos casos presentes no 

Brasil não relata a ocorrência frequente de tumores internos, o que, segundo Herbst, 

(1994) é o esperado. Entretanto, há registros de tumores internos em pulmões, 

coração e rins em Chelonia mydas que apresentavam tumores externos no litoral sul 

de São Paulo (DUTRA; NASCIMENTO; FUTEMA, 2012), sendo observados também 

em  cavidade oral e esôfago de tartarugas-verdes (Chelonia mydas) provenientes do 

Espírito Santo (ROSSI et al., 2016), e em pulmões, pele e estômago das 

encontradas em Pernambuco (BRITO et al., 2004). 

 No presente estudo, foi encontrado um tumor interno em pulmões de uma 

Chelonia mydas acometida pela FP, e a prevalência de ChHV5 demonstrada foi de 

100% (1/1) (Tabela 5). Estudos realizados no Havaí, na Flórida e em Porto Rico 

demonstraram que tumores internos são observados com maior frequência em 

pulmões, seguido de rins e coração (HERBST, 1994; WILLIAMS et al., 1994; 

AGUIRRE et al., 1998). Work et al. (2004), em estudo retrospectivo de casos, 

observou a presença de tumores internos em 39% dos casos (99/255). A 

prevalência de detecção alta neste tipo de lesão apresentada neste estudo foi 

devida ao baixo número amostral. 

 A detecção do ChHV5 no tumor interno neste estudo sugere a associação 

do vírus com a lesão, assim como descrito por Lu et al. (2000). No Brasil, os estudos 

citados descrevem a presença de tumor interno baseado nos achados 

necroscópicos e avaliações histopatológicas, não realizando a detecção molecular 

do ChHV5. Dessa forma, a detecção do ChHV5 em tumor interno pulmonar e sua 

futura caracterização molecular pode contribuir para o entendimento dos tipos de 

alterações e a possível relação com as variantes virais que ocorrem no Brasil, uma 
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vez que estudos moleculares com espécimes do Havaí e da Flórida sugerem que a 

diferença na manifestação clínica da FP está associada a diferentes variantes virais 

encontradas na região (MORRISON et al., 2018). 

 A detecção do ChHV5 já foi relatada em pele de indivíduos não acometidos 

e de indivíduos acometidos pela FP (ALFARO-NUNEZ et al., 2014; ALFARO-NUNEZ 

et al., 2016). Neste estudo, o ChHV5 foi detectado em 58% (29/50) das amostras de 

pele, observando a detecção em 75% (24/32) das amostras procedentes dos 

indivíduos acometidos pela FP, e 27,77% (5/18) nas dos não acometidos (Tabela 5).  

 No Brasil, Gattamorta (2015) demonstrou em Ubatuba/SP a prevalência de 

37,03% (10/27) em pele dos indivíduos acometidos, no período de 2012 a 2014. A 

metodologia de detecção do ChHV5 em pele no estudo de Gattamorta (2015) foi 

baseada em duas regiões alvo, utilizando primers de tamanhos diferentes, 480pb e 

700pb. A detecção do ChHV5 no presente estudo, além destes dois primers, utilizou 

o primer UL18 de aproximadamente 140pb. Assim, esta diferença na prevalência: 1) 

pode ser devida à metodologia empregada, sugerindo que a metodologia deste 

estudo foi mais sensível à detecção; 2) indica aumento na prevalência de ChHV5 em 

pele de animais acometidos pela FP na região. 

 A hipótese 1 foi testada comparando a prevalência de detecção do ChHV5 

em pele de indivíduos acometidos, considerando a metodologia utilizada por 

Gattamorta (2015). Sendo assim, em vez de 75% (24/32) a prevalência cairia para 

71,87% (23/32), demonstrando que, dentre os estudos, a metodologia não altera de 

forma significativa a prevalência. Entretanto, Alfaro-Nunez; Gilbert (2014), 

demonstraram em seu estudo que a utilização de primers de tamanhos menores 

resultam no aumento da sensibilidade da técnica.  

Em animais não acometidos pela FP, a prevalência de ChHV5 em pele foi de 

27,77% (5/18). No Brasil, Gattamorta (2015) detectou a presença de ChHV5 em 

9,56% das amostras de pele de tartarugas-verdes (Chelonia mydas) não acometidas 

pela FP que são provenientes de diferentes localidades do Brasil, e em 45,83% 

(11/24) das procedentes de Ubatuba/SP.  

De acordo com Quackenbush et al. (2001), a presença de ChHV5 em pele de 

animais não acometidos pela FP representa um estágio inicial da infecção, 

sugerindo que estes indivíduos irão desenvolver a doença. No entanto, Alfaro-Nunez 

et al. (2016), considerando a detecção do vírus em pele de indivíduos acometidos e 

não acometidos pela FP, assim como descrito neste estudo, sugere que a detecção 
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de ChHV5 na pele de indivíduos que não apresentam tecidos tumorais externos 

indica infecção latente, como observado em demais herpesvirus. 

A prevalência de ChHV5 em pulmões encontrada neste estudo foi de 92,30% 

(12/13) em indivíduos acometidos pela FP e 100% (14/14) em indivíduos não 

acometidos (Tabela 5). A detecção do ChHV5 em pulmões de tartarugas-verdes 

(Chelonia mydas) acometidas pela FP foi descrita por demais estudos em outras 

regiões, mesmo com a ausência de lesões (LU et al., 2000). A prevalência de 

ChHV5 em pulmões de espécimes não acometidos, descrita neste estudo, foi 

próxima da demonstrada por Lu et al. (2000), de 90% (17/19). No entanto, estudos 

que demonstraram a presença de ChHV5 em pulmões de tartarugas-marinhas que 

não apresentaram tumores externos não foram encontrados.  

Lu et al. (2000) e Page Karjian et al. (2017) pesquisaram a presença de 

ChHV5 em pulmões de tartarugas-verdes (Chelonia mydas) não acometidas pela 

FP; no entanto, esta não foi detectada. 

No estudo de Work et al. (2014), foi sugerida a latência em diferentes sítios 

anatômicos. Em demais infecções causadas por alphaherpesvirus, como pelo 

Equine herpesvirus 1 (EHV-1), a presença do alphaherpesvirus foi detectada em 

pulmões, fígado e baço (MESQUITA et al., 2017a).  Considerando estes estudos e 

os resultados encontrados, sugere-se que os pulmões podem ser um local de 

persistência do ChHV5 por infecção latente. 

Os resultados aqui descritos indicam a prevalência e a detecção de ChHV5 

nos tecidos estudados. A detecção em tumores evidencia a associação do ChHV5 

com os tecidos tumorais, sugerindo este como o agente etiológico primário da FP, 

assim como descrito em demais estudos (PAGE-KARJIAN et al., 2017).  

A presença do vírus em tecidos clinicamente sadios sustenta a hipótese 

descrita por Alfaro-Nunez et al. (2016). Segundo os autores, o ChHV5 é onipresente, 

com características de latência que exigem co-fatores – possivelmente ambientais 

ou relacionados à imunidade – para induzir FP.   

Estes resultados demonstraram a detecção do ChHV5 na região estudada 

com abordagem em diferentes tecidos, entre eles os pulmões em indivíduos não 

acometidos não descritos até o momento na literatura, contribuindo para estudos de 

detecção e prevalência deste agente na região.  
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5.2.1.2 Prevalência de ChHV5 em indivíduos acometidos e não acometidos pela 

fibropapilomatose. 

  

A prevalência de ChHV5 nos indivíduos avaliados neste estudo foi de 94,33% 

(50/53), correspondendo a 100% (35/35) dos indivíduos acometidos pela FP e 

83,33% (15/18) dos não acometidos. Estes resultados foram apresentados na 

Tabela 6. Neste estudo, um indivíduo foi considerado positivo para a detecção do 

ChHV5 quando este foi detectado em um dos tecidos avaliados.  

 

Tabela 6. Resultados positivos na detecção de ChHV5 em indivíduos de Chelonia mydas acometidos 
e não acometidos pela FP em relação às análises amostrais correspondentes aos tecidos 
obtidos. 

Análises amostrais ¹n de indivíduos positivos % de indivíduos positivos 

²FP+ ³FP- ²FP+ ³FP- 

 

Tumor externo 

 

03/03 

 

⁴SA 

 

100% 

 

⁴SA 

 

Pele 

 

⁴SA 

 

01/04 

 

⁴SA 

 

25% 

 

Tumor externo+Pele 

 

19/19 

 

⁴SA 

 

100% 

 

⁴SA 

 

Tumor externo 

+Pele+Pulmões 

 

11/11 

 

⁴SA 

 

100% 

 

⁴SA 

 

Pele+Pulmões 

 

1/1 

 

14/14 

 

100% 

 

100% 

 

Tumor externo+ tumor 

interno+ pele+ pulmões 

 

1/1 

 

⁴SA 

 

100% 

 

⁴SA 

 

Total 

 

50/53 

 

94,33% 

Fonte: (Elaborado pelo autor). 
¹ número de indivíduos; ² acometidos pela FP; ³ não acometidos pela FP; ⁴ sem amostragem. 
 

No estudo realizado por Gattamorta (2015), a prevalência de detecção de 

ChHV5 em indivíduos demonstrada em Ubatuba/SP foi de 74,51% (38/51). Ambos 

os estudos foram realizados sob as mesmas condições de coleta. Entretanto, para a 
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determinação da prevalência, os estudos utilizaram diferentes tecidos, o que pode 

ter resultado nesta diferença.  

As prevalências aqui descritas encontradas neste estudo foram baseadas nos 

resultados de detecção do ChHV5 em pele, tumores e pulmões, utilizando PCR 

qualitativo para três primers: GTHV, F-US3B e UL18. Já o estudo de Gattamorta 

(2015), baseado nos objetivos de seu trabalho, determinou a prevalência com base 

em amostras de pele e tumor. Utilizou-se a mesma metodologia deste estudo, 

entretanto, com dois primers: GTHV e F-US3B.  

Utilizando a metodologia de Gattamorta (2015) nos dados deste estudo, a 

prevalência da fibropapilomatose seria de 73,58% (39/53), correspondendo a 100% 

dos indivíduos acometidos (35/35) e 22,22% (4/18) dos não acometidos pela FP. 

Isso demonstra prevalências muito próximas entre os estudos. Considerando estas 

análises, sugere-se que: 1) assim como descrito por Alfaro; Gilbert (2014) e Alfaro-

Nunez et al. (2016), metodologias que utilizam primers menores – como o UL 18 

(140pb) –, em comparação com aquelas que utilizam primers maiores – como o F-

US3B (700pb) e GTHV (480pb) –, demonstram maior sensibilidade para a detecção 

do ChHV5; 2) os pulmões, particularmente quando comparados com pele, são um 

método de diagnóstico ideal para a detecção do ChHV5.  

A alta prevalência de indivíduos portadores do ChHV5, demonstrada neste 

estudo, sustenta o caráter multifatorial da doença e de latência do ChHV5 (ALFARO-

NUNEZ et al., 2016), e indica ainda que estes indivíduos portadores contribuem para 

a manutenção do vírus na região, partindo do princípio de que, mesmo na ausência 

de lesões, pode ocorrer a excreção do vírus – considerando a detecção destes em 

swabs nasais, oculares e orais (GATTAMORTA, 2015; MONEZI et al., 2016;  

CHAVES et al., 2017). 

 

5.2.1.3 Detecção do ChHV5 em indivíduos: análise conjunta dos resultados 

referente aos tecidos estudados.  

  

Foram realizadas análises conjuntas do resultado de detecção do ChHV5 em 

um mesmo indivíduo, considerando a análise positiva, quando o ChHV5 foi 

detectado em pelo menos um dos tecidos avaliados. Isso determinou a prevalência 

de ChHV5 nesses indivíduos, já descrita no tópico anterior. 
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Dentre as amostras obtidas de tumor externo e pele, a maioria (42,10%; 8/19) 

apresentou resultado positivo em ambos os tecidos avaliados, seguido por 

indivíduos que apresentaram tumor externo positivo e pele negativa (31,57%; 6/19) e 

tumor externo negativo e pele positiva (26,31%; 5/19).  

Segundo Quackenbush et al. (2001), a detecção do ChHV5 em pele de 

indivíduos não acometidos sugere que estes irão desenvolver a doença. A presença 

do vírus em ambos os tecidos avaliados, descrita neste trabalho, pressupõe que 

estes apresentavam o vírus em pele, antes mesmo de desenvolverem a lesão, com 

base no demonstrado por Quackenbush et al. (2001). Entretanto, foi observada uma 

menor frequência da presença do vírus em tecidos tumorais e ausência em pele. 

Alfaro-Nunez et al. (2016) demonstraram em seu estudo maior carga viral em pele 

de indivíduos que não apresentavam tumores externos do que naqueles que 

apresentavam. Considerando estes fatos, diferentes hipóteses foram formuladas: 1) 

o estudo de Alfaro-Nunez et al. (2016) detectou o vírus através de PCR quantitativo 

e o presente estudo PCR qualitativo. Devido à sensibilidade maior (RODENBUSCH 

et al., 2014) da técnica empregada por Alfaro-Nunez et al. (2016) e à menor carga 

viral em pele de indivíduos acometidos, a técnica utilizada neste estudo pode não ter 

detectado a presença do vírus; 2) Alfaro-Nunez et al. (2016) podem ter observado 

animais que estavam numa fase inicial de infecção, demonstrando maior carga viral 

em pele. A não presença em tumores e a presença em pele pode ter ocorrido devido 

à diferença de cargas virais em diferentes regiões dos tumores, como descrito por 

Greenblatt et al. (2004), demonstrando baixo número de cópias virais em derme 

profunda – o que pode resultar em não detecção em decorrência da técnica 

utilizada. 

Dentre as amostras obtidas de pele e pulmões, no único indivíduo acometido 

pela FP que não possuía amostras de tumores, foi observado resultado positivo em 

ambos tecidos. Nos indivíduos não acometidos, a maioria (71,42%; 10/14) 

apresentou resultado negativo na pele e positivo nos pulmões, seguido por 

indivíduos que foram positivos em ambos os tecidos (28,57%; 4/14). Não foi 

observado resultado positivo para pele e negativo para os pulmões. 

A detecção de alphaherpesvirus em pulmões foi descrita à partir de infecção 

experimental através da inoculação intranasal em outras alphaherpesviroses 

(MESQUITA et al., 2017a).  Em tartarugas-marinhas, o ChHV5 foi detectado em 

secreções orais de indivíduos não acometidos pela FP (GATTAMORTA, 2015) e em 
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swabs nasais, orais e oculares de indivíduos acometidos (CHAVES et al., 2017). 

Isso sugere que esta pode ser uma via direta de infecção (GATTAMORTA, 2015; 

MONEZI et al., 2016; CHAVES et al., 2017), levando em consideração a 

proximidade anatômica das regiões nasal, oral e ocular (WYNEKEN, 2001; CHAVES 

et al., 2017). Porém, tanto em infecções por ChHV5 como por outros 

alphaherpesvirus, foi demonstrada a presença em demais órgãos não avaliados 

neste estudo, como rins, nervos cranianos e tecidos linfoides, demonstrando a 

presença de persistência viral por infecção latente em diferentes sítios anatômicos 

(CHEN; HUDNALL, 2006; GILDEN et al., 2011). Assim, devido ao fato dos demais 

órgãos não terem sido avaliados neste estudo, esta hipótese não pode ser 

descartada. 

Ao analisar os resultados dos indivíduos que possuíam amostras de tumores, 

pele e pulmões, observou-se que a maioria (72,72%;8/11) apresentou resultado 

positivo para detecção de alphaherpesvirus em todos os tecidos; observou-se ainda 

sua presença em pulmões e ausência em tumor e pele em 9,09% dos indivíduos 

(1/11); e, por fim, sua presença em tumor e pulmão e ausência em pele em 9,09% 

deles (1/11). Considerando esses resultados, a hipótese de que os pulmões podem 

ser um local de infecção primária é sustentada. Entretanto, também foi observada, 

em menor frequência, a presença do vírus em pele e ausência em pulmões 

(9,09%;1/11) em indivíduo acometido, sustentando a hipótese de que os pulmões 

podem ser um local de persistência viral. 

Os resultados descritos neste estudo referentes à detecção do ChHV5 em 

pulmões de indivíduos não acometidos pela FP e à análise conjunta de detecção 

nesses diferentes tecidos não foram, até então, descritos na literatura, contribuindo 

para futuros estudos sobre a patogenia e métodos de detecção e prevalência do 

vírus. No entanto, indicam a necessidade de mais estudos, objetivando a detecção 

do ChHV5 em demais sítios anatômicos de um mesmo indivíduo.  

Cabe ressaltar que a metodologia utilizada neste estudo para a detecção 

apresenta limitações; no entanto, devido às dificuldades encontradas para o 

isolamento e cultivo do vírus, estudos moleculares são a melhor alternativa e 

metodologia empregadas. Sugere-se, para próximos estudos, o emprego de 

metodologias moleculares que permitam responder se está ocorrendo ou não a 

replicação do ChHV5 nos diferentes tecidos de um mesmo indivíduo, contribuindo 

para a elucidação de aspectos relacionados à patogênese da fibropapilomatose. 
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5.2.2 Caracterização molecular do ChHV5 

 

Produtos amplificados para a DNA polimerase de ChHV5 foram submetidos a 

sequenciamento em laboratório especializado. A Figura 9 demonstra as relações 

filogenéticas obtidas entre as sequências detectadas neste estudo, àquelas 

provenientes de estudos anteriores.  

 

Figura 9. Análise filogenética de sequências de 359 pb da DNA polimerase de ChHV5  em pele, 
tumor epitelial e pulmão de Chelonia mydas no litoral de São Paulo. A árvore foi gerada pelo 
método de Neighbor-joining, modelo Kamura 2-parâmetros, com 1000 repetições de 
bootstrap. Em vermelho, as sequências obtidas neste estudo.  

 

Fonte: (Elaborado nesse estudo). 
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Para avaliar a identidade entre as sequências identificadas neste estudo e 

àquelas obtidas no Genbank, foram analisados fragmentos do genoma parcial da 

DNA polimerase do ChHV5. Foi possível observar que para fragmentos de 359pb, a 

identidade das sequências obtidas neste estudo, foi de 100% com as sequências 

provenientes de Porto Rico (JN580279), Espírito Santo/Brasil (JN938586), São 

Paulo/Brasil (KR048335) e Paraná/ Brasil (KU048040). Além, das sequências 

apresentarem 100% de identidade entre si.  

 As sequências analisadas são provenientes de tumores externos, pele e 

pulmões de diferentes indivíduos acometidos pela FP, no entanto, os pulmões não 

apresentavam tumores. Esses resultados demonstram que a sequência presente em 

pele e tecidos tumorais, também está presente nos pulmões, ou seja, indicando que 

um mesmo haplótipo do ChHV5 é capaz de infectar diferentes tecidos, o que é 

descrito em demais infecções por alphaherpesvirus em que uma mesma variante é 

encontrada em diferentes órgãos (MESQUITA et al., 2017a).   

 Assim como descrito por demais estudos realizados no Brasil 

(RODENBUSCH et al., 2014; GATTAMORTA, 2015; MONEZI et al., 2016), observa-

se que o haplótipo viral encontrado neste estudo, circula pelo litoral Sul e Sudeste 

brasileiro, podendo ser encontrado desde o Espírito Santo até o Paraná. 

 

5.2.3 Hibridização in situ 

 

Das 42 amostras de tumores externos provenientes dos 35 indivíduos 

acometidos pela FP deste estudo, oito – correspondendo a uma amostragem de 

19,04% (8/42) – foram submetidos à técnica de hibridização in situ. Os resultados 

foram apresentados no Quadro 2.  

A hibridização in situ permite determinar a localização e distribuição do 

ChHV5, enquanto a PCR utilizada neste estudo permite, de forma qualitativa, a 

detecção do ChHV5. As amostras positivas na hibridização in situ apresentaram 

marcação no núcleo de células epiteliais (Figura 10), como o demonstrado por Kang 

et al. (2008), particularmente em regiões contendo corpúsculos de inclusão 

intranucleares.  

Não foi detectada marcação, assim como no estudo de Kang et al. (2008), em 

tecido conjuntivo subepitelial em nenhum dos resultados positivos. Isto pode não 

significar uma ausência total de vírus nestas regiões, mas é possível que indique 
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que a sensibilidade da técnica de hibridização in situ não é adequada para detecção 

do vírus nestas regiões, com base em estudos como de Greenblatt et al. (2004). O 

estudo mencionado indica baixo número de cópias virais em derme profunda, 

demonstrado também por Work et al. (2014). 

 Assim como no estudo de Kang et al. (2008), corpúsculos de inclusão 

intranucleares não foram detectados em fibromas, mas sim em fibropapilomas – em 

sua maioria, com a presença de degeneração balonosa, sugerindo maior atividade 

viral nesse tipo de lesão tumoral. 

Analisando em conjunto os resultados de hibridização in situ e PCR, três 

casos negativos na hibridização in situ (Figura 11) foram positivos para PCR.  A 

metodologia para a confecção da probe foi feita de acordo com o estudo de Kang et 

al. (2008), sendo confeccionada com base na região UL30 correspondente ao gene 

da polimerase do herpesvirus, por ser um dos primeiros genes expressos durante a 

replicação viral (ROIZMAN; SEARS, 1996). Neste estudo, um dos primers utilizados 

na PCR compreende esta região (GTHV). Assim, com a finalidade de comparação 

das metodologias empregadas, foram apresentados os resultados obtidos na PCR 

no Quadro 2.  

 

Quadro 2. Caracterização histopatológica, alterações e resultados das técnicas de PCR e hibridização 
in situ provenientes de oito indivíduos acometidos pela fibropapilomatose. 

Tumores 
externos 

Caracterização 
histopatológica 

Alterações 
Histopatológicas 

Resultado 
ISH 

Resultado PCR 

GTHV F-
US3B 

UL18 

 ¹DB ²CI ³PA     

1 Fibropapiloma ⁴X ⁴X ⁵NE Positivo + + + 

2 Fibropapiloma ⁵NE ⁵NE ⁵NE Positivo + - + 

3 Fibropapiloma ⁵NE ⁵NE ⁵NE Positivo + - - 

4 Fibropapiloma ⁵NE ⁵NE ⁵NE Negativo + - - 

5 Fibropapiloma ⁵NE ⁵NE ⁴X Positivo + + - 

6 Fibropapiloma ⁵NE ⁵NE ⁴X Negativo + - - 

7 Papiloma/ 
Fibropapiloma 

⁵NE ⁵NE ⁵NE Negativo + - - 

8 Fibroma ⁵NE ⁵NE ⁴X Negativo - - - 
Fonte: (Elaborado pelo autor) 
¹ degeneração balonosa; ² corpúsculo de inclusão; ³ parasita; ⁴ presença; ⁵ não encontrado. 
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Figura 10. Resultado positivo, demonstrando 
marcação (coloração marrom) no núcleo 
das células. ISH. 40X. 

Figura 11. Resultado negativo, não há a 
marcação (coloração marrom) no núcleo 
das células. ISH. 40X. 

  
Fonte: Arquivo pessoal Roberta R Zamana. Fonte: Arquivo pessoal Roberta R Zamana. 

 

Comparando a sensibilidade das técnicas empregadas, amostras negativas 

na hibridização in situ foram positivas no PCR, o que também foi demonstrado por 

Kang et al. (2008). Isso sugere que a PCR é mais sensível à detecção do ChHV5 do 

que a hibridização in situ, e isso pode estar relacionado ao nível de carga viral. No 

entanto, os resultados apresentados na hibridização in situ demonstram a 

associação do ChHV5 com a lesão, apontado também por estudos moleculares 

(LACHOVICH et al., 1999; LU et al., 2000; QUACKENBUSH et al., 2001; HERBST et 

al., 2004; ENE et al., 2005; DUARTE et al., 2012; PATRICIO et al., 2012; 

RODENBUSH et al., 2014; GATTAMORTA, 2015; MONEZI et al., 2016). 

A literatura científica relata o possível envolvimento de parasitas na 

transmissão da fibropapilomatose. Parasitas da família Spirorchiidae são comuns no 

sistema cardiovascular em tartarugas-marinhas, sendo encontrados frequentemente 

nas lesões de FP. No entanto, é improvável que desempenhem um papel no 

desenvolvimento da FP (KANG et al., 2008). Em um dos resultados positivos na 

hibridização, foi observada em microscopia ótica a presença de ovos de 

trematódeos; porém, não houve marcação nesta região, e sim na região epitelial, 

sugerindo a não participação destes no desenvolvimento da FP (KANG et al., 2008).  
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5.3 AVALIAÇÃO HISTOPATOLÓGICA  

5.3.1 Tumores externos  

  

Foram avaliados 38 tumores externos (100 %) provenientes dos indivíduos 

acometidos pela FP. Com base nas caracteristicas histológicas e no descrito na 

literatura (MATUSHIMA et al., 2001), os tecidos tumorais foram caracterizados em 

papilomas, fbropapilomas e fibromas. A tabela 7 apresenta a síntese dos resultados.  

 Os resultados demonstraram que a maioria dos tumores, correspondendo a 

76,31% (29/38), foram classificados como fibropapilomas, seguido por papilomas 

(13,15%; 5/38), fibromas (7,89%; 3/38), e um único tumor classificado como 

papiloma/fibropapiloma (2,63%; 1/38). Em dois tumores, correspondendo a 5,26% 

(2/38), foi possível observar a presença de corpúsculos de inclusão intranucleares e 

degeneração balonosa (Figura 12). 

 
Tabela 7. Síntese dos resultados, apresentando a caracterização histopatológica dos tumores 

externos provenientes dos indivíduos de Chelonia mydas e os resultados 
correspondentes de achados histopatológicos e PCR.  

Caracterização 

histopatológica 

% tumores 

correspondentes  

% Resultados 

positivos PCR  

Achados histopatológicos 

¹DB ²CI ³PA 

 

Fibropapiloma 

 

76,31% 

(29/38) 

 

82,75% 

(24/29) 

 

 

6,89% 

(2/29) 

 

6,89% 

(2/29) 

 

37,93% 

(11/29) 

Papiloma 13,15% 

(5/38) 

100% 

(5/5) 

0 0 20% 

(1/5) 

 

Fibroma 

 

7,89% 

(3/38) 

 

66,66% 

(2/3) 

 

0 

 

0 

 

66,66% 

(2/3) 

 

Papiloma/ 

Fibropapiloma 

 

2,63% 

(1/38) 

 

100% 

(1/1) 

 

0 

 

0 

 

0 

 

Total 

 

100% 

 (38/38) 

 

84,21% 

(32/38) 

 

5,26% 

(2/38) 

 

5,26% 

(2/38) 

 

36,84% 

(14/38) 

Fonte: (Elaborado pelo autor) 
¹ degeneração balonosa; ² corpúsculos de inclusão; ³ parasitas. 
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Figura 12. Degeneração balonosa e corpúsculos de inclusão 

intranucleares (seta). HE. 40X. 

 

Fonte: Arquivo pessoal Roberta R Zamana. 

 

 

Kang et al. (2008) demonstrou em seu estudo uma maior prevalência de 

tecidos tumorais caracterizados como fibropapilomas, com a presença de 

corpúsculos de inclusão intranucleares em uma porcentagem de 16% dos tumores. 

Corpúsculos de inclusão intranucleares não foram observados em fibromas nem em 

papilomas. Rodenbusch et al. (2014) demonstrou em amostras provenientes de 

diferentes localidades do Brasil – entre elas, Ubatuba/SP – a prevalência de 77% 

das amostras classificadas como fibropapilomas, seguido por fibromas. Não foram 

encontrados papilomas, porém, observou-se a presença de corpúsculos de inclusão 

intranucleares em 11% das amostras.  Monezi et al. (2016), em seu estudo realizado 

em Ubatuba/SP, demonstrou a caracterização de 40,9% dos tecidos tumorais em 

fibropapilomas e 31,8% em papilomas, não encontrando fibromas e observando a 

presença de corpúsculos de inclusão intranucleares em 40,9% dos casos. Neste 

estudo, assim como em todos os citados, foi demonstrada maior prevalência de 

tecidos tumorais caracterizados como fibropapilomas. 

Foi possível observar uma diferença entre os estudos em relação à frequência 

demonstrada de corpúsculos de inclusão intranucleares, sendo que este estudo 

apresentou menor frequência que os demais. Esta diferença apresentada entre os 

estudos indicados e o de Monezi et al. (2016) pode ter surgido devido à metodologia 



73 
 

utilizada. Monezi et al. (2016) realizou mais cortes histológicos de uma mesma 

amostra, aumentando, assim, a probabilidade de observar este achado.  

 Como descrito por Kang et al. (2008) e Monezi et al. (2016), a presença de 

corpúsculos de inclusão intranucleares neste estudo foi observada em áreas com 

degeneração balonosa, sendo esses achados sugestivos de infecção viral 

(JACOBSON et al., 1989; LACKOVICH et al., 1999). A presença de corpúsculos de 

inclusão intranucleares e degeneração balonosa não foi observada em fibromas 

neste estudo, o que também foi descrito pelos demais estudos aqui citados (KANG 

et al., 2008; RODENBUSCH et al., 2014). Isso sugere que, ao comparar esses dois 

tipos de tumores, o fibropapiloma apresenta maior atividade viral do que o fibroma.  

Dos 38 tumores avaliados, 32 (84,21%) obtiveram resultado positivo na PCR, 

observando-se a presença de ChHV5 em todos os diferentes tipos de tumores 

encontrados – assim como o descrito por Rodenbusch et al. (2014) e Monezi et al. 

(2016). Isso sugere a associação do ChHV5 à tecidos tumorais (JACOBSON et 

al.,1991; HERBST et al., 1995, LACKOVICH et al., 1999; QUACKENBUSH et al., 

2001).  

Em 36,84% (14/38) dos tumores foi observada a presença de parasitas, 

demonstrando uma maior frequência destes em fibromas, seguido por papilomas e 

fibropapilomas. Os parasitas observados corresponderam a ovos de trematódeos, 

presentes em vasos sanguíneos e/ou derme. Estes são provavelmente pertencentes 

à Família Spirorchiidae, assim como descrito por Kang et al. (2008), Zwarg et al. 

(2014) e Cruz-Ochoa (2017).  

Trematódeos já foram sugeridos como possível agente etiológico da FP; no 

entanto, a ausência destes em estudos de infecção experimental indicam que são 

achados inespecíficos (HERBST et al., 1999) – além disso, há frequente presença 

de trematódeos em tartarugas-marinhas que não apresentam tumores externos 

(HERBST et al., 1999; KANG et al., 2008; ZWARG et al., 2014).   

 

5.3.2 Tumor interno 

  

 Foi encontrada, em exame necroscópico, a presença de tumor interno em 

pulmões de um indivíduo de Chelonia mydas que veio a óbito acometido pela FP, 

caracterizado como fibroma por Cruz-Ochoa (2017). Essa lesão apresentou 

resultado positivo para a detecção do ChHV5. 
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 Demais estudos realizados no Brasil demonstraram a presença de tumores 

internos, caracterizados como fibroma, em pulmões, coração e rins. No entanto, não 

foi realizada a detecção do ChHV5 e as características histológicas descritas diferem 

das encontradas na literatura em tumores internos no Havaí (DUTRA; 

NASCIMENTO; FUTEMA, 2012). 

  Em Pernambuco, nódulos viscerais caracterizados como fibromas foram 

descritos em pulmões, pele e estômago de Chelonia mydas, na porção mais próxima 

ao esôfago (BRITO et al., 2004).  No estudo de Work et al. (2004), em que dados de 

necropsias realizadas em tartarugas-verdes do Havaí referentes a dez anos (1993 a 

2003) foram analisados, demonstrou-se a presença de tumor interno em 39% dos 

casos (99/255), sendo os pulmões, coração e rins os órgãos mais afetados. 

  Este estudo sugere que esse tipo de lesão interna não é a forma mais 

frequente de manifestação clínica da doença no Brasil, tal como o descrito por 

Jacobson et al., (1989) e Herbst (1994). Assim, demonstram que há poucos relatos 

de tumores internos e suspeitam que estes estejam presentes na fase tardia da 

doença, considerados lesões crônicas (JACOBSON et al., 1989). A associação do 

ChHV5 a este tipo de lesão já foi descrita no Havaí (WORK et al., 2004), sendo 

agora descrita no Brasil neste estudo.  

  

5.3.3 Pele 

 

 Foram avaliadas 16 amostras de pele; destas, 12 são provenientes de 

indivíduos acometidos pela FP e quatro, de indivíduos não acometidos. Achados 

histopatológicos foram observados nas amostras dos indivíduos acometidos pela 

FP, não sendo observados nas amostras dos indivíduos não acometidos. 

As alterações observadas neste estudo corresponderam à presença de 

necrose em tecido muscular e granulomas parasitários, com a presença de ovos de 

trematódeos (Tabela 8). Kang et al. (2008), em seu estudo, analisou 104 amostras 

de pele e, assim como neste estudo, Kang et al. (2008) observou a presença de 

granulomas parasitários em pele de tartarugas que apresentavam lesão. No entanto, 

este tipo de achado também é descrito em tartarugas-verdes (Chelonia mydas) não 

acometidas pela FP (WERNECK; SILVA, 2015). Devido ao número amostral 

avaliado e à diferença deste número entre as amostras de indivíduos acometidos 

(12/16) e de não acometidos pela doença (4/16), sugere-se que a não observação 
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deste tipo de alteração em pele de indivíduos não acometidos é devida a esta 

diferença de número amostral.  

 

Tabela 8. Síntese dos resultados das alterações e achados histopatológicos em pele provenientes de 
indivíduos de Chelonia mydas acometidos e não acometidos pela FP.  

+/- FP n de amostras Achados histopatológicos Resultados positivos PCR 

 
¹+FP 

 
12 (100%) 

 
33,33% (4/12) 

 
50% (6/12) 

 
 

²-FP 

 
 

4 (100%) 

 
 

0 

 
 

50% (2/4) 
Fonte: (Elaborado pelo autor) 
¹ acometidos pela FP; ² não acometidos pela FP. 

 

 Em relação à detecção do ChHV5 neste tipo de amostra tecidual, como já 

citado no tópico de avaliação molecular, houve detecção em pele de indivíduos com 

a presença e ausência de tumores externos, como descrito por (ALFARO-NUNEZ et 

al., 2014; ALFARO-NUNEZ et al., 2016). Analisando os resultados em relação aos 

achados descritos e à detecção do vírus, este foi detectado tanto nas amostras que 

apresentavam alterações como nas amostras que não apresentavam.  

Houve presença do vírus na única amostra que apresentou necrose de tecido 

muscular e em uma das três amostras que indicavam presença de ovos de 

trematódeos. A necrose em tecido muscular foi um achado inespecífico neste 

estudo, não sendo determinada a sua causa.  

 

5.3.4 Pulmões  

 

 As avaliações histopatológicas dos pulmões provenientes de Chelonia mydas 

acometidas e não acometidas pela FP que vieram a óbito, descritas anteriormente, 

foram realizadas por Cruz-Ochoa (2017). Os diagnósticos histopatológicos foram 

apresentados nos Quadros 3 e 4. Neste tópico, os diagnósticos histopatológicos 

realizados nos pulmões foram comparados com os resultados de PCR para a 

detecção de ChHV5.  
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Quadro 3. Diagnóstico histopatológico em pulmões de Chelonia mydas acometidas pela   
fibropapilomatose e resultado da detecção de ChHV5 por PCR (n=13). 

Pulmões Diagnóstico histopatológico (Dx) Resultado PCR 

1 Pneumonia com vasculite granulomatosa e 
trombose. 

Positivo 

2 Pneumonia com vasculite granulomatosa parasitária 
severa e trombose. 

Negativo 

3 Broncopneumonia supurativa bacteriana com 
vasculite granulomatosa severa. 

Positivo 

4 Pneumonia com vasculite granulomatosa severa e 
fibroma pulmonar. 

Positivo 

5 Broncopneumonia supurativa bacteriana com 
vasculite granulomatosa severa. 

Positivo 

6 Broncopneumonia intersticial com vasculite 
granulomatosa severa. 

Positivo 

7 Pneumonia parasitária multifocal discreta. Positivo 

8 Pneumonia parasitária moderada. Positivo 

9 Pneumonia parasitária multifocal moderada. Positivo 

10 Congestão moderada. Positivo 

11 Pneumonia com vasculite granulomatosa leve. Positivo 

12 Broncopneumonia aguda leve. Positivo 

13 Broncopneumonia heterofílica severa generalizada 
com colônias bacterianas intralesionais de morfologia 
bacilar. 

Positivo 

Fonte: (Elaborado pelo autor) 
 

Quadro 4. Diagnóstico histopatológico em pulmões de Chelonia mydas não acometidos pela FP e 
resultado na detecção de ChHV5 por PCR (n=13)                                               (continua) 

Pulmões Diagnóstico histopatológico (Dx) Resultado PCR 

14 Broncopneumonia abscedativa bacteriana severa 
com hemorragia. 

Positivo 

15 Edema moderado. Hemorragias multifocais leves em 
faveolas. Congestão severa difusa. 

Positivo 

16 Pneumonia com vasculite granulomatosa e arterite 
verminótica. 

Positivo 

17 Broncopneumonia abscedativa com vasculite 
granulomatosa leve. 

Positivo 

18 Pneumonia com vasculite granulomatosa severa e 
trombose. 

Positivo 

19 Pneumonia intersticial com vasculite granulomatosa. Positivo 

20 Congestão e hemorragia severa. Positivo 

21 Pneumonia granulomatosa severa com vasculite 
granulomatosa severa. 

Positivo 

22 Pneumonia granulomatosa com vasculite leve-
moderada. 

Positivo 

23 Broncopneumonia intersticial com hemorragia e 
verminose. 

Positivo 

24 Congestão e hemorragia em brônquios. 
 

Positivo 
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  (continuação) 

Pulmões Diagnóstico histopatológico (Dx) Resultado PCR 

25 Broncopneumonia abscedativa heterofílica severa 
focalmente extensa com colônias bacterianas de 
morfologia cocobacilar intralesionais e áreas de 
hemorragia pleural. 

Positivo 

26 Broncopneumonia intersticial abscedativa e 
granulomatosa bacteriana severa. 

Positivo 

Fonte: (Elaborado pelo autor) 
 

Com base nos diagnósticos histopatológicos, foi possível observar que 

pneumonia e broncopneumonia corresponderam à maioria dos achados, 

representando 84,61% dos casos (Tabela 9) e sendo observadas em tartarugas-

verdes (Chelonia mydas) acometidas e não acometidas pela FP.  

Nos dois grupos dos espécimes avaliados (acometidos e não acometidos pela 

FP), o diagnóstico mais frequente foi pneumonia parasitária (Figuras 13 e 14), 

correspondendo a 53,84% (7/13) dos casos dos não acometidos e 38,46% (5/13) 

dos acometidos pela FP (Tabela 9). Todos os casos de pneumonia e a maioria dos 

casos de broncopneumonia apresentados foram decorrentes da presença de 

agentes infecciosos, como trematódeos e colônias bacterianas, respectivamente. 

Outros achados, como congestão, edema e hemorragia, foram observados nos 

indivíduos estudados.  

 

Tabela 9. Diagnóstico histopatológico em pulmões de Chelonia mydas acometidas e não acometidas 
pela FP, baseado na classificação em pneumonia, broncopneumonia e outras 
alterações, e apresentação dos resultados positivos para detecção de ChHV5 por PCR 
nas amostras de pulmões correspondentes.  

+/- 
FP 

Diagnóstico histopatológico (Dx) em pulmões Resultado positivo para 
PCR 

Pneumonia 
(1) 

Broncopneumonia 
(2) 

Outros 
achados 

(3) 

1 2 3 

 
+FP 

53,84% 
(7/13) 

38,46% 
(5/13) 

7,69% 
(1/13) 

85,71% 
(6/7) 

 

100% 
(5/5) 

 

100% 
(1/1) 

 
-FP 

 
38,46% 
(5/13) 

 
38,46% 
(5/13) 

 
23,07% 
(3/13) 

 
100% 
(5/5) 

 
100% 
(5/5) 

 
100% 
(3/3) 

 
 

total 

 
46,15% 
(12/26) 

 
38,46% 
(10/26) 

 
15,38% 
(4/26) 

 
91,66% 
(11/12) 

 
100% 

(10/10) 

 
100% 
(4/4) 

Fonte: (Elaborado pelo autor) 
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No Brasil, um estudo realizado em tartarugas-de-pente (Eretmochelys 

imbricata) demonstrou, referente aos achados em pulmões de 29 espécimes, a 

presença de alterações como broncopneumonia heterofílica, pneumonia 

granulomatosa parasitária causada por espirorquídeos, pneumonia granulomatosa 

bacteriana, pneumonia granulomatosa fúngica e congestão (SILVA et al., 2016).  

Assim como no presente estudo, estes achados indicam um predomínio de 

alterações como pneumonia e broncopneumonia. O predomínio é decorrente da 

presença de parasitas, em grande maioria trematódeos, mesmo avaliando diferentes 

espécies de tartarugas-marinhas. Isso também foi descrito em tartarugas-verdes 

(Chelonia mydas), demonstrando a presença de trematódeos em todos os órgãos. A 

maior frequência de trematódeos foi observada em baço, pulmões e subserosa 

gastrointestinal, ocasionando alterações – como as descritas por Silva et al. (2016) –  

em pulmões (GORDON; KELLY; CRIBB, 1998; FLINT et al., 2009) com a presença 

de agentes infecciosos (vírus, bactérias, fungos e parasitas) – como descrito por 

Flint et al. (2009). 

 Neste estudo, os indivíduos avaliados nesse tópico vieram a óbito durante o 

período de coleta, concomitante ao período de tratamento no Centro de 

Reabilitação. Isso corrobora com o estudo de Silva et al. (2016), revelando que estes 

tipos de alterações nos pulmões podem debilitar os animais, o que faz com que 

 
Figura 13. Pneumonia parasitária. A seta indica a 

presença do parasita. HE. 10X. 

 
Figura 14. Pneumonia parasitária. A 

seta indica a presença do 
parasita em maior aumento. 
HE. 40X. 

 
 

 
Fonte: Arquivo pessoal Roberta R Zamana. Fonte: Arquivo pessoal Roberta R 

Zamana. 
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encalhem; ou, após encalharem por motivos desconhecidos e serem submetidos ao 

tratamento, tornam-se suscetíveis a infecções pulmonares. No entanto, infecções 

causadas por fungos e bactérias são oportunistas e ocorrem quando os animais 

estão imunocomprometidos (ROSENTHAL; MADER, 2006), o que sugere que estes 

indivíduos que encalham não estão saudáveis e desenvolvem estes tipos de 

alterações em consequência da imunossupressão.  

 Em relação à detecção do ChHV5 nos pulmões, foi demonstrada a presença 

deste em 96,15% (25/26) dos casos. O único caso em que não houve detecção 

correspondeu à amostra de um indivíduo acometido pela FP, que apresentou   

pneumonia com vasculite granulomatosa parasitária severa e trombose. Cruz-Ochoa 

et al. (2017) demonstraram que não houve diferença significativa ao comparar a 

presença do vírus e achados como pneumonia parasitária entre animais acometidos 

e não acometidos pela FP, assim como sugere este presente estudo. Esses 

resultados sugerem que a presença do vírus não está associada a parasitas ou 

bactérias; porém, esta coinfecção pode estar relacionada à condição de 

imunossupressão dos espécimes, ou pode indicar o tropismo do ChHV5 pelos 

tecidos pulmonares, possivelmente sendo um local de persistência do ChHV5.  

Considerando o contexto e os dados da literatura científica, este estudo 

pesquisou a presença do ChHV5 em pele, pulmões e tumores, quando presentes, 

em tartarugas-verdes procedentes do Litoral Norte do Estado de São Paulo, 

possibilitando a associação do vírus à tecidos tumorais e à possível relação com 

achados histopatológicos. Assim como já descrito em demais trabalhos de 

investigação molecular, foi observada a detecção do ChHV5 em indivíduos 

clinicamente sadios, indicando infecção latente e caráter multifatorial da doença. A 

análise dos resultados permitiu a formulação de hipóteses, contribuindo para a 

patogênese da doença; forneceu dados de prevalência, contribuindo para o 

monitoramento do agente na região estudada; e apresentou novos dados, não 

descritos em literatura, referente à presença do vírus em pulmões dos indivíduos 

não acometidos pela FP. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente estudo utilizou diferentes técnicas, abrangendo fatores 

moleculares e histopatológicos, a fim de contribuir em aspectos epidemiológicos e 

relacionados à patogênese da fibropapilomatose. A detecção do ChHV5 em 

diferentes tecidos de tartarugas-verdes (Chelonia mydas) já foi descrita tanto no 

Brasil, como no exterior.  

Neste estudo, foi determinada a prevalência com dois enfoques: em nível de 

tecido e em nível de indivíduo. A maioria dos estudos realizados, inclusive no Brasil, 

avaliam a prevalência do ChHV5 em nível tecidual ou demais amostras biológicas, 

não avaliando o impacto sobre o indivíduo. No entanto, a avaliação do indivíduo 

permite a formulação de hipóteses sobre a patogênese da doença através da 

análise conjunta da presença ou ausência do vírus nos diferentes tecidos avaliados. 

Além disso, determina a prevalência de ChHV5, demonstrando a frequência de 

portadores do vírus na região estudada, mesmo na ausência de tecidos tumorais. 

 A detecção do vírus em tecidos e no indivíduo, bem como os resultados da 

hibridização in situ e a avaliação histopatológica, permitiram a associação do ChHV5 

à tecidos tumorais. A presença do ChHV5 em tecidos e indivíduos clinicamente 

sadios demonstraram o caráter multifatorial da doença e infecção latente. Os 

resultados referentes à detecção do vírus em tecidos permitiram a comparação com 

as prevalências apresentadas por outros estudos na mesma região e com as 

metodologias empregadas, contribuindo para o monitoramento da presença do vírus 

na região e para o emprego de metodologias mais sensíveis. 

Considerando as análises realizadas, os resultados encontrados em pulmões, 

particularmente em indivíduos não acometidos pela FP, e a alta prevalência 

demonstrada tanto nos espécimes acometidos como nos não acometidos 

contribuem para estudos futuros sobre a patogênese da doença. Sendo assim, os 

pulmões podem ser um local de persistência viral por infecção latente e/ou um local 

de infecção primária. Além disso, a inclusão deste órgão na avaliação alterou a 

frequência de indivíduos portadores, sendo responsável pela alta prevalência 

encontrada nesses animais.  

Estudos futuros que avaliem demais órgãos em um mesmo indivíduo, visando 

a detecção e caracterização molecular do ChHV5, podem contribuir para responder 

questionamentos, como: Será que os pulmões realmente são um local de infecção 
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primária? O mesmo indivíduo pode ser infectado por diferentes variantes? A 

caracterização molecular pode sugerir em quais locais geográficos ocorreu a 

infecção?   

 Neste estudo, dificuldades foram encontradas no sequenciamento do ChHV5, 

principalmente nos tecidos não tumorais. Isto pode estar relacionado à característica 

de latência dos herpesvirus, associado a uma maior quantidade de DNA do 

hospedeiro em relação ao do vírus, resultando em baixas concentrações de DNA 

viral, o que interferiu no sequenciamento.  

 Entretanto, todas as diferentes avaliações realizadas neste estudo 

demonstraram a presença do agente e da doença na região. Devido à história de 

vida complexa das tartarugas-verdes (Chelonia mydas), é difícil quantificar o impacto 

que a fibropapilomatose ocasiona na população destes indivíduos. No entanto, a 

presença em alta frequência de indivíduos portadores, o caráter multifatorial da FP, 

as ações antrópicas e as atividades econômicas desenvolvidas na região contribuem 

tanto para a manutenção do ChHV5 como para o desenvolvimento da forma clínica 

da doença. Sendo assim, mesmo perante a dificuldade de quantificar o impacto, a 

presença de um agente infeccioso interfere de maneira negativa em uma população.  

 Com isso, os resultados fornecem dados de prevalência que contribuem para 

o monitoramento do ChHV5 na região estudada e hipóteses que podem contribuir na 

elucidação de aspectos relacionados à patogênese da FP e direcionar futuras 

pesquisas, auxiliando na gestão da doença e conservação da espécie.  
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