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RESUMO

Andlise da atividade de leucdcitos e de bifenilas policloradas aplicada ao estudo da
fibropapilomatose em Chelonia mydas (Testudines, Cheloniidae) (Linnaeus 1758)

A tartaruga verde (Chelonia mydas) € uma tartaruga marinha que se alimenta e
nidifica em locais da costa brasileira, ilhas e atdis. Esta espécie tem sido acometida pela
fibropapilomatose (FP), doenca considerada como uma das mais importantes ameagas a sua
sobrevivéncia e caracterizada por tumores cutaneos benignos. A etiologia € multifatorial e
complexa, possivelmente havendo relagdo entre Chelonid Fibropapilloma-associated
Herpesvirus, fatores ambientais e genéticos. Foram estudadas 133 tartarugas verdes com e
sem tumores provenientes de cinco areas brasileiras: Floriandpolis/SC, Ubatuba/SP,
Vitéria/ES, Almofala/CE e Fernando de Noronha/PE. Foram obtidos dados de biometria
(comprimento curvilineo da carapagca-CCC, massa corporal-MC e indice de condicdo
corporal-1CC), tamanho (classificado por categorias A, B, C e D), quantidade e localizacéo
anatdmica dos tumores, além da colheita de amostra sanguinea. Os objetivos foram (1) avaliar
a atividade dos leucdcitos por citometria de fluxo (fagocitose e burst oxidativo); (2) investigar
a presenca de sete congéneres de bifenilas policloradas (PCBs) e (3) estabelecer correlagdes
entre PCBs e a atividade dos leucdcitos. Houve diferencas no CCC entre tartarugas sem
tumores de acordo com a area de estudo, na MC e no ICC entre animais acometidos ou nao
capturados em Ubatuba. Foram quantificados e classificados 1033 tumores de 50 tartarugas
verdes, sendo que a quantidade por tartaruga variou de 1 a 61 e a maior parte foi classificada
nas categorias de tamanho A (446 tumores) e B (520 tumores) e na regido anterior (669
tumores). Foi observada diferenca significativa nas concentragcdes do congénere PCB 138
entre tartarugas com e sem FP capturadas em Vitoria. Animais acometidos tiveram maiores
concentracdes de todas as PCBs quantificadas, exceto as tartarugas verdes capturadas em
Vitoria no caso dos congéneres PCBs 118, 138, 153 e 180. PCB 138 foi quantificado em
maior concentragdo nas amostras e PCB 180 em niveis menores. Ndo foram observadas
correlagbes significativas entre concentracdes de PCBs e atividade celular. A FP tem sido
amplamente pesquisada e os estudos que visam estabelecer correlagdes entre poluentes
quimicos e salde animal sdo extremamente importantes, pois podem contribuir para novas
diregdes nos planos de agdo para conservacao.

Palavras-chave: Tartaruga verde; Fibropapilomas; Fagocitose; Burst oxidativo; Citometria de
fluxo; Bifenilas policloradas
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ABSTRACT

Analysis of leukocyte activity and polychlorinated biphenyls applied to the study of
fibropapillomatosis in Chelonia mydas (Testudines, Cheloniidae) (Linnaeus 1758)

The green sea turtle (Chelonia mydas) feeds and nests in Brazilian coast, islands and
atolls. This species has been affected by fibropapillomatosis (FP), disease considered one of
the most important threats to its survival and characterized by benign skin tumors. The
etiology is multifactorial and complex, possibly having relation between Chelonid
Fibropapilloma-associated Herpesvirus, environmental and genetic factors. Were studied 133
green sea turtles with and without FP from five Brazilian areas: Floriandpolis/SC,
Ubatuba/SP, Vitoria/ES, Almofala/CE and Fernando de Noronha/PE. Were taken biometric
data (curved carapace length-CCL, body mass-BM and body condition index-BCl), as well as
size (classified by categories A, B, C and D), numbers and anatomical distribution of tumors,
besides blood sample collection. The aims were (1) to assess leukocytes activity by flow
cytometry (phagocytosis and oxidative burst); (2) to investigate the presence of seven
congeners of polychlorinated biphenyls (PCBs) and (3) to establish correlations between
PCBs and leukocytes activity. There were differences in CCL between turtles without FP
according to the study area, in BM and BCI between affected and non-affected animals caught
in Ubatuba. Were quantified and classified 1033 tumors of 50 green sea turtles, the number of
tumors ranged from 1 to 61 and the most part of them was classified in categories of size A
(446 tumors) and B (520 tumors) and in anterior region (669 tumors). Was observed
difference in PCB 138 concentrations between green sea turtle with and without FP caught in
Vitoria. Affected animals had higher concentrations of all PCBs quantified, except green sea
turtles caught in Vitoria in the event of PCBs 118, 138, 153 and 180. Were quantified highest
concentrations of PCB 138 and lowest of PCB 180. There were not significant correlations
between PCBs concentration and leukocyte activity. The FP has been widely investigate and
the studies that aimed to establish correlations between pollutants and animal health are very
important, because can contribute for new directions in sea turtle conservation issues.

Keywords: Green sea turtle; Fibropapillomas; Phagocytosis; Oxidative burst; Flow cytometry;
Polychlorinated biphenyls
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1 INTRODUCAO

Cinco espécies de tartarugas marinhas utilizam &reas brasileiras para alimentacéo e
sitios de desova: Chelonia mydas (tartaruga verde), Caretta caretta (tartaruga cabeguda),
Lepidochelys olivacea, Eretmochelys imbricata (tartaruga-de-pente) e Dermochelys coriacea
(tartaruga-de-couro).

A histdria natural das tartarugas marinhas é dificil de ser estudada por causa dos
deslocamentos e das migragdes entre os habitats de alimentagdo e reproducdo. A relacdo
entre 0s seres humanos e as tartarugas marinhas existe h4 muito tempo, desde quando o
homem iniciou suas atividades nos oceanos e nas areas costeiras. Sendo assim, durante muitos
anos as tartarugas marinhas foram consideradas um recurso alimentar ideal e por isso a
pressdo de caca foi uma forte ameaca & sobrevivéncia destes animais. Ha outras ameacas
relacionadas as agOes antropicas (destruicdo de habitats, desenvolvimento costeiro, poluicdo
ambiental e atividades pesqueiras) e por isso a conservagdo destes quelonios torna-se um
desafio constante e crescente.

Além das a¢Bes antropicas, a fibropapilomatose (FP) tem sido apontada como uma
importante ameaca & sobrevivéncia da tartaruga verde. I1sso porque esta espécie é a mais
afetada, por razes ainda desconhecidas. Por este motivo, a doenca é também denominada
Green Turtle Fibropapillomatosis (GTFP) e é caracterizada por tumores (fibropapilomas)
cuténeos benignos, com causa multifatorial e etiologia complexa.

Quando as tartarugas verdes migram dos locais de alimentacdo oceénicos para as areas
costeiras, o héabito alimentar muda de onivoro & herbivoro. E estabelecido que nos ambientes
costeiros ha exposicdo dos animais a uma maior concentragdo de poluentes, gerando um
aumento da prevaléncia desta doenca nestes locais.

A doenga possui distribuicdo mundial cuja prevaléncia pode variar de 0 a 92%
dependendo da regido analisada. No Brasil os locais utilizados para a nidificacdo (llha da
Trindade/ES, Reserva Bioldgica do Atol das Rocas/RN e Arquipélago de Fernando de
Noronha/PE) apresentam prevaléncia nula.

Um herpesvirus especifico é apontado como causa primaria (Chelonid
Fibropapilloma-associated Herpesvirus), associado a fatores genéticos e ambientais. H&
registro da doenca em diversas regibes do mundo onde ha ocorréncia dessa espécie, bem
como registros em outras espécies de tartarugas marinhas. Além da manifestacdo externa,

alguns animais desenvolvem tumores internos associados (atingindo 6rgdos como rins e
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figado) em um estagio mais avancado da doenca. Entretanto a ocorréncia de tumores internos
em animais capturados no Brasil é incomum.

Devido ao fato dos tumores afetarem o0s movimentos de hidrodindmica e
consequentemente comprometer os deslocamentos e as migragdes dos animais afetados, a
doenca é considerada debilitante e fatal. Entretanto, estudos e monitoramentos dos animais
acometidos tém demonstrado que muitas vezes pode haver recuperagéo por meio da remog&o
dos tumores ou pela regressao natural dos mesmos. Por outro lado, ha relatos de recapturas de
animais que haviam sido soltos ap0s a recuperacdo e que apresentaram reincidéncia dos
fibropapilomas.

A influéncia do meio ambiente sobre o estabelecimento da doenga tem sido levantada
por diversos autores. Os poluentes quimicos, dentre eles as bifenilas policloradas (PCBs),
podem induzir o virus latente a infeccdo ou causarem imunossupressdo, facilitando o
desenvolvimento ou persisténcia da FP. PCBs sdo compostos considerados poluentes
organicos persistentes (POPs) e foram amplamente utilizados até sua proibi¢do na década de
1970 nos Estados Unidos. As fontes atuais sédo provenientes de liberagdes que ocorreram no
passado e a formacdo ndo intencional a partir de processos quimicos envolvendo matéria
organica e cloro como resultado da combustéo incompleta ou rea¢des quimicas.

A fagocitose e o burst oxidativo sdo importantes ferramentas de defesa celular e a
citometria de fluxo representa grande vantagem em relacdo as técnicas anteriormente
utilizadas para a avaliacdo destas atividades, pois é possivel discriminar as populacdes

celulares com maior velocidade, menor quantidade de células e de forma quantitativa.
1.1 Objetivos
1.1.1 Gerais

e Analisar, por citometria de fluxo, a atividade dos leucdcitos de tartarugas verdes com e
sem fibropapilomas, através da fagocitose induzida por Zymosan A (Saccharomyces
cerevisiae) Bio Particles®, Alexa Fluor® 594 conjugate e do burst oxidativo induzido
por PMA (miristato-acetato de forbol);

e Investigar a presenca de bifenilas policloradas (PCBs) em amostras sanguineas de

tartarugas verdes acometidas ou néo pela fibropapilomatose;
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Estabelecer correlagdes entre os PCBs e a atividade celular de tartarugas acometidas e
ndo acometidas nos locais pré-determinados (onde a prevaléncia da GTFP seja menor,

maior ou ausente).

1.1.2 Especificos

Aprimorar a metodologia previamente desenvolvida para a anélise da atividade dos
leucdcitos de tartarugas marinhas, utilizando a citometria de fluxo;

Desenvolver uma metodologia para detectar e quantificar PCBs em sangue total de
tartarugas marinhas;

Correlacionar os resultados da analise de atividade celular com o grau de severidade
da fibropapilomatose doenga e sua auséncia;

Analisar o perfil hematoldgico de tartarugas com e sem tumores, correlacionando 0s
resultados dos parametros avaliados com o grau de severidade da fibropapilomatose e
sua auséncia;

Verificar a presenca de correlacdes entre dados biométricos e resposta aos estimulos
aplicados na avaliacdo da atividade celular;

Correlacionar os resultados da andlise de atividade celular com as concetracdes de
PCBs quantificadas nas amostras sanguineas;

Gerar resultados que possam ser validos ao plano de agdo para conservacdo das

tartarugas marinhas, em especial da Chelonia mydas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos bioldgicos e ecolégicos da tartaruga verde

A tartaruga marinha Chelonia mydas (Linnaeus, 1758), popularmente denominada
tartaruga verde ou aruand (MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011a) (Figura 2.1), €
caracterizada por possuir carapaca com coloragdo negra nos filhotes, café nos individuos
imaturos e muita variagdo nos adultos, sendo geralmente café, amarelo creme (PRITCHARD;
MORTIMER, 2000) ou tons que variam do verde oliva ao marrom (ERNST; BARBOUR,
1989). A cabeca possui forma arredondada com largura de até 15 cm, quatro pares de escamas
pbs-orbitais e um par de escamas pré-frontais (Figura 2.2) (PRITCHARD; MORTIMER,
2000). E classificada no Filo Chordata, Classe Reptilia, Ordem Testudines, Subordem
Cryptodira e Familia Cheloniidae (MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011b).

Além de alimentarem-se de uma variedade de plantas aquaticas pertencentes aos
géneros Thalassia (conhecida por grama da tartaruga), Syringodium, Halophila, Posidonia,
Halodure e Zostera e de algas dos géneros Chaetomorpha, Sargassum e Hypnea, as tartarugas
verdes utilizam também como recurso alimentar algumas aguas-vivas, salpas e esponjas. No
leste do Pacifico tartarugas verdes sdo vistas predando moluscos, peixes, poliquetas e aguas-
vivas (SPOTILA, 2004). Estudos realizados no sudeste do Brasil usando o indice de avaliagéo
ecoldgica (abundéncia de espécies de macrdfitas bénticas marinhas como indicadoras do
ecossistema) para avaliar a qualidade ambiental, distinguiram vérias espécies de plantas
aqudticas e algas encontradas no estdbmago de espécimes de tartarugas verdes encalhadas
mortas. Foram dez espécies de algas classificadas no grupo Rhodophyta (algas pardas):
Halymenia floresii, Gracilariopsis tenuifrons, Gelidium floridanum, Rhodymenia
pseudopalmata, Chondracanthus elegans, Hypnea musciformis, Pterocladiella capillacea,
Gracilaria mammillaris, Larurencia spp. e Gymnogongrus griffithsiae; seis espécies
pertencentes ao grupo Chlrorophyta (algas verdes): Caulerpa mexicana, Ulva fasciata, Ulva
lactuca, Ulva rigida, Cladophora vagabunda e Chaetomorpha aerea e uma espécie de planta
aquatica (Halodure wrightii) (SANTOS et al., 2011).



24

Figura 2.1 — Espécime de Chelonia mydas. Foto: Silmara Rossi

Figura 2.2 — Distribuicdo das escamas da carapaca, do plastrdo e da cabeca da espécie Chelonia mydas Fonte:
PRITCHARD; MORTIMER (2000)



25

A tartaruga verde é encontrada em mares tropicais e subtropicais tendo distribui¢do
circunglobal. Em geral séo vistas em latitudes entre 40°S e 40°N, porém ha poucos registros
visuais no Oceano Pacifico centro-leste e no nordeste do Oceano Atlantico (Figura 2.3). E a
espécie de tartaruga marinha que apresenta habitos mais costeiros, utilizando inclusive
estuarios de rios e lagos (HIRTH, 1997).

Migram extensivamente através das areas de alimentacéo e nidificacdo, porém passam
a maior parte de suas vidas em pequenas areas alimentando-se de algas e plantas aquéticas.
Muitas vezes possuem locais proprios para 0s descansos noturnos e retornam noite apds noite
para esses pontos (SPOTILA, 2004). As migracOes de tartarugas verdes sdo realizadas por
centenas ou milhares de quilémetros (LUTZ, 1997; PLOTKIN, 2003).

Sendo assim, a histdria natural da tartaruga verde é muito dificil de ser estudada por
causa das longas escalas de tempo e espago envolvidas. Os recém-eclodidos e jovens movem-
se entre habitats de alimentagdo durante o desenvolvimento e os adultos migram entre locais
de alimentacdo e reproducdo por centenas ou milhares de quildmetros, por isso os
movimentos de ambos séo dificeis de serem acompanhados em ambiente marinho (BOWEN
et al., 1992).

Figura 2.3 — Mapa de distribuicdo mundial da espécie Chelonia mydas. Fonte: MARCOVALDI; SANTOS;
SALES (2011b)

Apos a eclosdo dos ovos, os filhotes das tartarugas marinhas iniciam uma fase pelégica
que pode durar vérios anos. Nessa fase encontram-se associadas a mantos de Sargassum que
se formam proximos as principais correntes. Os filhotes realizam uma deriva passiva
ocasionada pelas correntes no periodo imediato ao da eclosdo dos ovos. Essa fase pelégica
inicial é denominada “ano perdido” e varia de acordo com a espécie (MEYLAN; MEYLAN,
2000).
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A tartaruga verde permanece na fase pelégica até cerca de 20 a 30 cm de comprimento
retilineo de carapaca - CRC (MEYLAN; MEYLAN, 2000), possuindo habito alimentar
onivoro com tendéncia carnivora nessa fase (BJORNDAL, 1997). Apds a fase pelagica
tornam-se herbivoras (MORTIMER, 1982) e dirigem-se a costa fixando residéncia em alguns
pontos costeiros. Com o tamanho entre 38 e 60 cm elas se movem para areas de baixa
profundidade com bancos de algas (SPOTILA, 2004).

Os “habitats de desenvolvimento”, zonas nas quais S0 encontradas tartarugas
imaturas, geralmente consistem de éareas de alimentagdo costeiras nas quais as tartarugas
vivem durante seu desenvolvimento e até a fase adulta. Os momentos de entrada e saida
desses habitats parecem estar relacionados com definidos intervalos de tamanho para algumas
espécies e a recaptura repetidas vezes de um mesmo individuo na mesma &rea ao longo de
Varios anos sugere certa residéncia nesses locais por um periodo de tempo (MEYLAN;
MEYLAN, 2000). Estudos no Havai demonstraram que tartarugas com 35 cm de CRC véo
para &reas costeiras onde passam a maior parte de suas vidas (BALAZ, 1980). No Pacifico,
alguns juvenis permanecem em recifes alimentam-se de algas enquanto outros se deslocam
proximos & costa alimentando-se de plantas aquaticas. Na Australia e no Havai, permanecem
no mar até alcancarem tamanho aproximado de 35 cm. Juvenis normalmente tornam-se
residentes em suas areas de alimentacdo permanecendo nelas por muitos anos até atingirem a
maturidade, no sul da Grande Barreira de Recife ja foram registrados juvenis que ficaram nas
areas de alimentacdo por mais de 20 anos (SPOTILA, 2004) ou até que atinjam a maturidade
sexual (GULKO; ECKERT, 2004). Estudos sobre tendéncias temporal e espacial especificas
de causas de encalhes no Arquipélago havaiano relataram cinco espécies de tartarugas
marinhas em 3.861 encalhes no periodo entre 1982 e 2003. As tartarugas verdes
compreenderam 97% destes encalhes, cuja composicao refletiu uma estrutura demogréfica de
populacdo de C. mydas residente e relativa abundancia em aguas havaianas (CHALOUPKA et
al., 2008a). As tartarugas verdes sendo animais tipicamente solitarios podem ocasionalmente
se agregar em locais de alimentacdo, com &guas rasas e abundéancia de algas (FAO, 1990).

A tartaruga verde atinge a maturidade sexual mais tarde que as demais espécies de
tartarugas marinhas. 1sso ocorre por causa do crescimento mais lento devido & sua dieta
herbivora. Em média quando possuem entre 25 e 50 anos estdo aptas a reproducao
(CHALOUPKA et al., 2004).

Os principais sitios reprodutivos no Atlantico localizam-se na Costa Rica, ilha de
Ascensdo (Reino Unido), Guiné Bissau (Africa), México, Suriname e llha da Trindade
(Brasil) (BRODERICK et al., 2006; MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011a), Aves
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(Venezuela), Bioko (Guiné Equatorial) e o Atol das Rocas (Brasil) (NARO-MACIEL et al.,
2007).

No Brasil a tartaruga verde desova na llha da Trindade/ES, Reserva Bioldgica do Atol
das Rocas/RN e Arquipélago de Fernando de Noronha/PE. O litoral norte da Bahia é também
utilizado como é&rea para nidificacdo e ha raros registros de desovas nos estados do Rio
Grande do Norte, Sergipe, Espirito Santo e Rio de Janeiro. Além disso, sdo frequentemente
encontradas nas 4&reas de alimentacdo monitoradas pelo Projeto Tamar-ICMBio
(MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011a) (Figura 2.4).

Em uma Unica estacdo reprodutiva, as tartarugas verdes podem formar de um a sete
ninhos. Cada ninho contém em média 110 ovos e todo o processo de desova pode levar de
duas a trés horas. As fémeas geralmente passam de 12 a 14 dias no oceano entre 0s eventos de
desova e raramente desovam no ano seguinte, podendo demorar de quatro a Seis anos para
desovar novamente (SPOTILA, 2004).
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Figura 2.4 — Distribuicdo geogréafica da tartaruga marinha Chelonia mydas no Brasil. Fonte: MARCOVALDI;
SANTOS; SALES (2011a)
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2.2 Ameagas para as tartarugas marinhas

Os quelbnios marinhos sdo muito importantes para o equilibrio do ecossistema
marinho, pois contribuem para a salde e manutencéo dos recifes de corais, estuérios e praias
arenosas realizando eficientes funcbes ecologicas (ECKERT et al, 2000), portanto
protegendo estes animais protegem-se 0s mares e as reas costeiras (FRAZIER, 1999).

O vinculo entre humanos e tartarugas marinhas esta efetivado hd muito tempo, desde
que o homem se estabeleceu nas regides costeiras e iniciou varias atividades nos oceanos.
Durante inimeras geracOes, as comunidades costeiras dependeram das tartarugas marinhas e
de seus ovos para obtencgdo de proteinas e outros produtos e em muitas regides do mundo essa
prética ainda continua (ECKERT et al., 2000). Durante séculos, pessoas ao redor do mundo,
consideram a tartaruga verde um recurso alimentar ideal. 1sso porque sdo abundantes e assim
tornam-se faceis de serem capturadas na 4gua ou na areia (SPOTILA, 2004). Dessa forma, sdo
de suma importancia os esforcos ligados & mudanga do conceito de que a conservacgao
representa um obstaculo ao desenvolvimento socioeconémico e a sobrevivéncia humana. As
populagdes costeiras que dependem das tartarugas marinhas para seu sustento devem ser
atraidas aos programas de pesquisa e conservacdo, pois estes retornam muitos beneficios a
comunidade (MARCOVALDI; THOME, 2000).

As ameacas as tartarugas marinhas estdo associadas a inumeros fatores: destrui¢do de
habitats; acdo antrépica nas praias de nidificacdo, (BUGONI; KRAUSE; PETRY; 2001),
como iluminagdo, transito de veiculos e pessoas, obstaculos (residuos solidos, equipamento de
trabalho ou veiculos estacionados), derrames de petroleo (WITHERINGTON, 2000) e outros
tipos de poluicdo; atividades pesqueiras; alteracbes climaticas; desenvolvimento costeiro;
patdgenos e consumo e uso de carapaca, carne e ovos (MAST et al., 2005) e também doencas
como a fibropapilomatose (MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011c). Os ninhos muitas
vezes estdo sujeitos a acdo da erosdo nas praias, das inundagdes por marés e tempestades, dos
predadores naturais e dos coletores de ovos (BOULON, 2000). No entanto, talvez nenhuma
das ameacas tenha causado um declinio de popula¢es de maneira tdo devastadora como a
captura continua de tartarugas juvenis e adultas (MARCOVALDI; THOME, 2000). A captura
incidental é amplamente reconhecida como fator de alta mortalidade e danos para as
tartarugas marinhas (ORAVETZ, 2000).

Muitas populagdes de C. mydas tém sido esgotadas pela exploragéo, levando ao fato
preocupante de que possam estar globalmente em perigo (CHALOUPKA et al., 2008b).

Apesar do aumento das pesquisas e dos esfor¢os em conservagdo das tartarugas verdes, sua
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demografia em &reas de alimentagdo ainda permanece pouco compreendida (SEMINOFF et
al., 2003).

O Grupo Especialista em Tartarugas Marinhas da IUCN (International Union for
Conservation of Nature) - The IUCN Marine Turtle Specialist Group (MTSG) é responsavel
por conduzir avaliagBes da Lista Vermelha (Red List) de cada espécie de tartaruga marinha
em escala global. No entanto, 0 MTSG tem debatido sobre a relevancia e a utilidade destas
avaliagOes, pois podem ndo demonstrar a realidade das populagdes locais e regionais com
tendéncias a trajetorias diferentes (GODFREY; GODLEY, 2008). Dessa forma, este grupo
teve como desafio: definir unidades populacionais para avaliages e desenvolver um sistema
para avaliar o status de conservacdo dessas unidades (WALLACE et al., 2011).

De acordo com a classificacdo atual da IUCN, a tartaruga verde esta incluida como
espécie em perigo na Lista Vermelha e como vulnerdvel na Avaliacdo do Estado da
Conservacao elaborado para essa espécie no Brasil (ALMEIDA, 2011), constando no Livro
Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo (MARTINS; MOLINA, 2008).

Muitas tartarugas verdes tém sido acometidas pela fibropapilomatose (FP), doenca
caracterizada pelo desenvolvimento de tumores cutaneos benignos (ADNYANA; LADDS;
BLAIR, 1997). Essa doenga é considerada pandémica e esta associada a presenga de um alfa-
herpesvirus (GREENBLATT et al., 2005).

2.2.1 Fibropapilomatose e as tartarugas verdes

A fibropapilomatose é conhecida também como Green Turtle Fibropapillomatosis
(GTFP) por acometer principalmente a tartaruga verde (Chelonia mydas) (HERBST et al.,
1998). Os fibropapilomas (Figura 2.5 A e B) séo neoplasias benignas de origem epitelial,
caracterizadas por tumores cutaneos multiplos, que podem interferir na hidrodindmica desses
animais, comprometendo consequentemente a alimentacdo (ADNYANA; LADDS; BLAIR,
1997), sendo considerada doenga debilitante e fatal (AGUIRRE et al., 1998).

O curso clinico e a duragdo da doenca sdo pouco compreendidos. Sabe-se, entretanto,
que ha casos de remissdo dos tumores, bem como de aumento do tamanho destes e
surgimento de novas formagfes (EHRHART; SINDLER; WITHERINGTON, 1986;
JACOBSON et al., 1989; EHRHART, 1991).
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Figura 2.5 (A e B) — Espécimes juvenis de Chelonia mydas com fibropapilomatose. Fotos: Silmara Rossi

Os fibropapilomas podem se desenvolver em diversas partes do corpo do animal,
como nadadeiras, olhos, base da cauda, regides oral, cervical, inguinal, axilar e carapaca,
incluindo suturas entre escudos adjacentes e 6rgaos cavitarios como rins, figado e pulmdes
(JACOBSON et al., 1989, 1991; NORTON et al., 1990; HERBST, 1994; ADNYANA;
LADDS; BLAIR, 1997; WORK; BALAZS, 1997).

Os tumores possuem diferentes coloragdes (de rosa a negra), tamanho e quantidade
(BAPTISTOTTE, 2007; ROSSI, 2007), sendo que as maiores formacOes podem estar
ulceradas e necroticas, sésseis ou pedunculadas e com textura lisa ou verrucosa (JACOBSON
et al., 1989).

Como resultado da reducdo no sucesso reprodutivo, as neoplasias podem prejudicar a
conservagdo dos animais afetados, pois podem alterar a dindmica de populagdes direta ou
indiretamente resultando na reducdo populacional. Estabelecer a prevaléncia de uma neoplasia
é importante para o entendimento da doenga e sua importancia para a conservacdo da espécie.
Nos casos de neoplasia em animais de vida selvagem, o foco € geralmente o entendimento da
biologia dessa afeccdo, prevencgdo e estratégias de intervencdo, bem como nos esforgos de
politicas de conservacdo ou na redugdo da incidéncia de tumores induzidos pela acdo
antropogénica. O foco ndo é o tratamento. A fibropapilomatose tem distribuicdo global e pode
ser considerada panzodtica, sendo comumente encontrada em C. mydas com alguns registros
em Dermochelys coriacea (tartaruga de couro), Lepidochelys kempii, Eretmochelys imbricata
(tartaruga de pente) (McLOOSE; NEWTON, 2009), Caretta caretta e Lepidochelys olivacea
(HERBST et al., 1998; AGUIRRE et al., 1999; BAPTISTOTTE et al., 2001). Estudos
histopatoldgicos com amostras de tartarugas negras (Chelonia mydas agassizii) capturadas

incidentalmente na Bahia Magdalena, Baja California Sur, México, revelaram pela primeira
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vez dois fibromas, embora ndo tenham sido observadas manifestacdes cutaneas carateristicas
de fibropapilomas (TAPIA, 2005). Exames histopatoldgicos realizados em um espécime de C.
mydas capturado na costa sul do Estado de Pernambuco, Brasil, comprovaram presenca de
lesBes caracteristicas de FP na pele e nos pulmdes (BRITO et al., 2004).

Estudos no Havai entre os anos de 1982 e 2003 relataram que a fibropapilomatose foi
uma das mais significativas causas de encalhe e mortalidade para tartarugas verdes (28%),
seguida por traumas causados por anzois e linhas de pesca (7%), traumas por redes de emalhe
(rede de espera de superficie) (5%), atropelamento por barcos (2,5%) e ataques por tubardes
(2,7%). Causas diversas foram responsaveis por 5,4% dos encalhes, enquanto que 49% das
ocorréncias foram atribuidas a causas desconhecidas devido ao avancado estado de
decomposicdo das carcagas ou & presenca de lesdes ndo indicativas de causa de morte
(CHALOUPKA et al., 2008a).

Entretanto, nem todos os individuos acometidos morrem e observagdes de Chaloupka
et al. (2009) sugerem que muitas tartarugas verdes com FP encontradas nas 4guas havaianas
puderam se recuperar.

Ha também registros indicando regressdo dos tumores. Ehrhart (1991) ao avaliar dados
de recaptura de 25 tartarugas verdes que tinham fibropapilomas na primeira captura, constatou
que aproximadamente 16% estavam livres da doenga na recaptura posterior. Bennett et al.
(1999) observaram regressdes de tumores em 32% das tartarugas doentes. Hirama e Ehrhart
(2007) constataram que 88% das tartarugas recapturadas apresentaram regressao de tumores.

No Brasil, estudos na regido costeira de Itaipu (orla oceanica de Niter6i/RJ) entre julho
de 2008 e agosto de 2013 registraram casos de regressédo de fibropapilomas em tartarugas
verdes. Foram capturados 233 espécimes e a prevaléncia na area e periodo de estudo foi de
38,6%. Cinquenta e sete individuos (63,3%) apresentaram fibropapilomas visiveis na primeira
captura e trinta e trés (36,7%) passaram a apresentar sinais de tumores apenas na recaptura.
Sete tartarugas (13,2%) apresentaram sinais evidentes de regressdo de pelo menos um tumor
(TAGLIOLATTO, 2013).

Outros estudos, desenvolvidos no Brasil, revelaram lesdes compativeis com uma
doenca de etiologia viral através de analises histopatoldgicas, imuno-histoquimicas, ultra-
estruturais e moleculares dos tecidos tumorais, aléem de sangue para anélises hematolégicas,
bioquimicas e moleculares (MATUSHIMA et al., 1999, 2001; MATUSHIMA, 2003). Em
2001, amostras de tumores, de sangue, saliva e secre¢éo ocular de C. mydas com FP, da
regido de Ubatuba/SP, foram coletadas visando a deteccdo de um possivel herpesvirus ou

papilomavirus (MEHNERT et al., 2001). Os resultados obtidos pela microscopia eletronica e
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pelas reagdes de PCR, utilizando primers descritos por Vandevanter et al. (1996) revelaram a
presenca de um possivel herpesvirus nas amostras analisadas. Monezi et al. (2006) analisaram
amostras de sangue e tumor de animais provenientes da regido de Ubatuba-SP, no periodo de
2001-2006, e confirmaram a presenca da banda especifica de 207 pb dos herpesvirus.
Também foram desenvolvidos estudos sobre distribuicdo anatémica de fibropapilomas
(SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2012a), indice de condigdo corporal (SANCHEZ-
SARMIENTO et al., 2012b, 2013a, 2013b) e monitoramento de pesticidas organoclorados em
figado e tecido adiposo de tartarugas verdes capturadas em Ubatuba/SP, Praia Grande/SP e
Vitoria/SP (SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2013c; SANCHEZ-SARMIENTO, 2013) e de
bifenilas policloradas (PCBs) em tecidos adiposo, muscular, hepatico e renal de espécimes
capturados em Ubatuba/SP (SILVA, 2009). Estudos correlacionando perfil hematoldgico e
grau de severidade da doenca utilizando a &rea de tumor (cm?) por tartaruga revelou que ndo
houve diferenga entre os quatro grupos analisados (grupo O: animais ndo acometidos; grupo 1:
leve; grupo 2: moderado e grupo 3: grave) (ROSSI, 2007; ROSSI et al., 2009a). Estudos
utilizando a citometria de fluxo para avaliar a atividade de leucécitos in vitro focaram
inicialmente no desenvolvimento de metodologia apropriada para essa anélise (ROSSI, 2007;
ROSSI et al., 2009b) e constataram diferencas entre as células que ndo receberam estimulo e
as que foram estimuladas, porém ndo entre animais com e sem tumores (ROSSI et al., 2012a,
20133, 2013c). Além disso, tem sido desenvolvida uma proposta de utilizagéo de escores para
determinar o grau de severidade da doenga com base na quantidade e no tamanho dos tumores
por tartarugas (ROSSI et al., 2012b, 2013b). Monitoramento de PCBs em amostras
sanguineas foram realizados por Rossi et al. (2013d, 2013e).

2.2.1.1 Breve histdrico

O primeiro registro ocorreu em 1936 em uma fémea de C. mydas proveniente de Key
West (Florida, USA) mantida no Aquério de New York e posteriormente a ocorréncia de
fibropapilomas foi observada e registrada em tartarugas verdes de vida livre capturadas em
Key West (SMITH; COATES, 1938) e Cape Sable (Florida, USA) (LUCKE, 1938). Desde
1975 as tartarugas verdes tém sido monitoradas ao longo da Flérida central-leste na Mosquito
Lagoon (HIRAMA; EHRHART, 1999) e ndo foram encontradas evidéncias na década de
1970 apesar de que foram poucos os animais capturados neste periodo. No Havai, o primeiro
caso baseado em observacgdo ocorreu em 1958 em Kaneohe Bay, Ilha de Oahu. Desde enté&o,

fibropapilomas tem sido registrados em tartarugas encalhadas e por estudos de monitoramento
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em &reas de alimentacdo (AGUIRRE et al., 1994, 1998, 2002). No México o primeiro registro
ocorreu na especie Lepidochelys olivacea na Praia Escobilla/Oaxaca na década de 1980,
quando a caca das tartarugas marinhas ainda era uma prética legalizada (AGUIRRE et al.,
2000; VASCONCELOS et al., 2000). Posteriormente, Huerta et al. (2000) confirmaram FP
em tartaruga de couro (Dermochelys coriacea) durante a desova no Estado de Michoacan no
ano de 1994. Na Costa Rica a primeira observacdo de tumores ocorreu em 1982 em uma
fémea da espécie L. olivacea, sendo que a FP foi identificada pela primeira vez em populacéo
de oliva durante a arribada de outubro de 1987. Uma fémea desovando foi fotografada
demonstrando tumores cutaneos maltiplos medindo 30 mm de didmetro (AGUIRRE et al.,
1999). Na Austrélia o primeiro registro ocorreu em uma tartaruga verde juvenil que encalhou
em Baba Head, Shark Bay, regido oeste no ano de 1995 (RAIDAL; PRINCE, 1996).

O primeiro registro no Brasil ocorreu em 1986 no litoral do estado do Espirito Santo e
a prevaléncia para este pais foi registrada em 15,41% segundo dados de 2000 a 2005. N&o ha
registro de fibropapilomatose nas &reas de desova: Arquipélago de Fernando de Noronha
(PE), llha da Trindade (ES) e Atol das Rocas (RN) (BAPTISTOTTE, 2007).

2.2.1.2 Ocorréncia e prevaléncia

E uma doenca de distribuicio mundial cuja prevaléncia pode variar de 0 a 92%
dependendo da regido analisada.

Na Fldrida, Foley e colaboradores (2005) apontaram um aumento na prevaléncia em
tartarugas verdes entre 1980 e 1998. Durante o ano de 1985 a FP foi reportada em 29% das
145 tartarugas em Mosquito Lagoon e desde 1982 a prevaléncia na regido central de Indian
River System (120 km ao sul de Mosquito Lagoon) tem sido entre 28 e 65%. Entretanto, em
um determinado local de Indian River a FP ndo foi observada antes de 1996, porém em 1997
cerca de 5% das tartarugas apresentavam a doenca e essa prevaléncia subiu para 20% em
2001.

No Havai no periodo entre 1989 e 1997, a FP foi registrada em 44% das tartarugas
amostradas, das quais 17% apresentaram tumores orais. A prevaléncia anual foi de 42 a 65%
(AGUIRRE; LUTZ, 2004) e foi possivel notar uma curva na prevaléncia da doenca que
persistiu por décadas: ap6s o surto no final dos anos 1980, seguido de um pico em meados da
década de 1990, verificou-se um declinio na prevaléncia da doenga, chegando ao redor de
9,4% em 2007 (CHALOUPKA et al., 2009).
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Na Praia Escobilla/Oaxaca, México foi observada a presenca de tumores em 140 das
9201 fémeas da espécie Lepidochelys olivacea que desovaram (1,5%) durante a arribada de
1997 (AGUIRRE et al. 2000; VASCONCELOS et al., 2000). Calcula-se que cerca de 6 a 10%
das fémeas de Lepidochelys olivacea que desovam na Costa Rica tenham FP, sendo que 1% é
severamente afetada. Desde a primeira identificacdo de FP neste pais durante a arribada de
1987, com base em observagGes de campo notou-se que a prevaléncia e o tamanho dos
tumores tém aumentado (AGUIRRE et al., 1999).

InvestigacOes detalhadas feitas por Aguirre et al. (2000) em Moreton Bay, Queensland
(Austréalia) em 1998 descreveram fibropapilomas coletados de 50 tartarugas verdes e de 12
cabegudas (Caretta caretta) demonstrando uma prevaléncia de 16% e 6% respectivamente.
Eram histologicamente similares aos tumores encontrados em tartarugas do Havai, Florida,
Indonésia e Costa Rica. A presenca de tumores na Australia tem sido reportada por meio de
observacéo visual desde 1988 com prevaléncia entre 2 e 22% para a espécie C. mydas e 1%
para C. caretta (LIMPUS; MILLER, 1994).

No Brasil, um estudo realizado no periodo de 2000 a 2005 visando & caracterizacdo
espacial e temporal da FP, revelou a ocorréncia de 0% nas ilhas oceénicas do Atol das Rocas
e do Arquipélago de Fernando de Noronha; 5,96% no Rio de Janeiro; 10,73 % em S&o Paulo;
15,81% na Bahia; 18,46% em Sergipe; 27,43% no Espirito Santo, 31,43% na regido costeira
do Rio Grande do Norte e 36,94% no Ceard (BAPTISTOTTE, 2007). A analise de dados de
tartarugas verdes encontradas encalhadas em uma faixa litordnea totalizando 332,84 km de
extensdo de praias (Bacia Potiguar, RN e CE) entre 01/01/2011 a 31/12/2012 revelou que 12,91%
dos 1046 animais registrados apresentavam tumores (COSTA, 2013).

2.2.1.3 Curso clinico da fibropapilomatose

Os animais acometidos apresentam distdrbios de flutuaco, caquexia, hipoproteinemia,
desbalanco eletrolitico, uremia e elevacdo de enzimas hepéaticas (NORTON; JACOBSON;
SUNDBERG, 1990). Sabe-se que h& casos de remissdo dos tumores, bem como de aumento
do tamanho destes e surgimento de novas formacbes (EHRHART,; SINDLER,;
WITHERINGTON, 1986; JACOBSON et al., 1989; EHRHART, 1991; AGUIRRE et al.,
1998). As tartarugas acometidas com tumores leves podem recuperar-se espontaneamente,
sem tratamento cirdrgico. J& animais com nddulos viscerais tm um progndstico reservado
(KNOBL; REICHE; MENAO, 2011).
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O perfil hematoldgico revela anemia ndo regenerativa e diminuicdo progressiva de
linfocitos, basofilos, eosinofilos e aumento progressivo de heterofilos e mondcitos,
concomitante ao aumento da gravidade da doenga. (ADNYANA; LADDS; BLAIR, 1997;
WORK; BALAZS, 1999). Zwarg et al. (2006) relataram um aumento nos niveis de proteinas
plasméticas nos animais acometidos pela fibropapilomatose.

A influéncia das atividades antropicas sobre o estabelecimento da doenga também foi
levantada apés estudos realizados na Florida (EHRHART, 1991; FOLEY et al., 2005) e no
Havai (BALAZS, 1991) sugerindo o envolvimento de poluentes tdxicos e de toxinas.

Uma avaliagéo de longo prazo da prevaléncia das principais doengas cronicas como a
fibropapilomatose em vertebrados marinhos € necesséria para melhorar nosso entendimento
da epizootiologia das doengas marinhas (FOLEY et al., 2005; CHALOUPKA et al., 2009).

2.2.1.4 Etiologia

Com relacdo a origem infecciosa, ha fortes evidéncias de que a FP seja causada por
um virus, devido ao subito aparecimento da doenga em novas localizagdes, a variacdo da
prevaléncia entre locais muito proximos e a observacéo de que alguns animais se recuperam
da doencga. Herbst et al. (1995) demonstraram que 0s tumores podem ser transmitidos para
animais ndo afetados através da inoculacdo de homogenizados celulares de fibropapilomas,
fato compativel com a presenca de um agente infeccioso. Esta parece ser também a
explicacdo mais plausivel para o surgimento e a disseminagdo da doenca em tartarugas
mantidas em cativeiro (HERBST, 1994). Particulas virais sugestivas de herpesvirus em
fibropapilomas de tartarugas verdes foram observadas nesta mesma espécie com doencas
cutaneas, conjuntivite, traqueite e pneumonia (REBELL et al., 1975; JACOBSON et al., 1986,
1991). Em 1998, Drury et al., demonstraram a presenca de particulas herpesvirus-like e
papilomavirus-like em queldnios. As técnicas de PCR tem demonstrado a presenca de
herpesvirus na patogenia e na etiologia da fibropapilomatose em Chelonia mydas e Caretta
caretta (QUACKENBUSH et al., 1999, 1998; LACKOVICH et al., 1999).

A partir de 1998, diferentes estudos baseados em analises das sequéncias génicas
obtidas de tumores provenientes de animais da Fldérida e do Havai, apontam um novo
alfaherpesvirus como o provavel agente etioldgico da fibropapilomatose, sendo denominado
FPTHV (herpesvirus associado & fibropapilomatose das tartarugas) (QUACKENBUSH et al.,
1998; YU et al., 2001; NIGRO et al.,, 2004; GREENBLATT et al., 2005), e mais
recentemente C-FP-HV (Chelonid fibropapilloma-associated herpesvirus) (LACKOVICH et
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al., 1999; ENE et al., 2005; HERBST et al., 2008; WORK et al., 2009). Para Herbst e Klein
(1995) esta claro que o fator etiolégico primario em FP é um agente infeccioso. Cabe
ressaltar, entretanto, que hd um consenso de que a etiologia da doenga esteja associada a
vérios fatores concorrentes e ndo somente a um agente priméario. Sabe-se que a intensa
infecclo parasitaria por trematddeos cardiovasculares debilita severamente o hospedeiro, o
que poderia dificultar sua defesa contra a fibropapilomatose (JACOBSON et al., 1991;
ADNYANA,; LADDS; BLAIR, 1997; AGUIRRE et al., 1998).

O papel das doengas na conservagdo de especies ameacadas tem sido apontado com
um dos principais riscos a manutencdo destas populacbes. O cléssico estudo de Synclair e
Norton-Griffiths (1979) no Serengeti aponta como as doengas podem interferir no equilibrio
dos ecossistemas e na estrutura de populacbes e comunidades, bem como o papel das
intervencdes humanas no desenvolvimento e aumento da prevaléncia de doengas. A presenca
de patdgenos € esperada em populacBes selvagens, mas, em geral, a mortalidade elevada e a
reducdo dréstica das populagBes acometidas por doencas ndo é comum. Os efeitos sdo mais
deletérios em populacBes que precisam ser conservadas, particularmente nos casos em que o
patdgeno circula em éreas amplas e por longo periodo de tempo, ou quando afeta
negativamente a reproducéo ou a movimentagdo normal das espécies acometidas pela doenca
(CAUGHLEY, SINCLAIR, 1994).

Estudos sobre genética de populagdes revelaram que os haplétipos mais frequentes em
Ubatuba sdo o CM-A8 e CM-A5. O hapldtipo CM-A5 esté relacionado aos hapldtipos das
populacdes de tartarugas verdes encontradas nas areas de reproducéo do Suriname, da Ilha de
Aves na Venezuela e da Costa Rica e 0 haplétipo CM-AS8 esta relacionado aos haplétipos das
populacdes de Trindade, Ascensdo, Atol das Rocas, Bioko e Guiné Bissau. Em Almofala, os
hapl6tipos mais frequentes séo CM-A8, CM-A5 e CM-A3. Além das populacdes de areas de
reproducdo que compdem as &reas de alimentacdo de Ubatuba, nota-se em Almofala que a
presenca do haplétipo CM-A3 esté relacionada as populagdes de areas de reproducéo da Costa
Rica, onde este hapldtipo é encontrado em um maior nimero de individuos estudados nesta
populacdo (NARO-MACIEL et al., 2007).

O C-FP-HV esteve presente em 100% das ocorréncias naturais e em 100% dos
tumores induzidos por inoculagdo em tartarugas mantidas em cativeiro. Foram identificadas
quatro variantes distintas para este alfa-herpesvirus denominadas “A”, “B”, “C” e “D” em trés
localidades: Florida west central coast, Florida Keys & Bay e Indian River Lagoon. De 49
animais analisados, observou-se uma maior prevaléncia da variante A (28 animais), que foi

encontrada em C. mydas das trés areas estudadas e em C. caretta da Florida Keys & Bay; a
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variante “B” apenas em C. mydas da area denominada Indian River Lagoon, onde 16 das 17
tartarugas verdes analisadas apresentaram resultado positivo; a variante C foi observada em
todas as espécies analisadas, sendo C. mydas e C. caretta de Florida Keys & Bay e L. olivacea
de Florida west central coast e a variante “D” em apenas um unico espécime de C. caretta da
area Florida Keys & Bay. H& evidéncias de que o C-FP-HV na Florida ¢ diferente do que é
encontrado no Havai (ENE et al., 2005). A habilidade do herpesvirus em ser transmitido entre
as tartarugas marinhas no oceano é, provavelmente, influenciada pela habilidade deste agente
em manter a infeccdo por longos periodos de tempo no ambiente marinho (CURRY et al.,
2000).

Entretanto, além da presenca do herpesvirus, h outros fatores que podem contribuir
para o aumento da prevaléncia da doenga, tais como desenvolvimento demogréfico, atividades
industriais e agrondmicas em ambientes proximos as praias, as baias e aos lagos (BALAZS,
1991; ADNYANA; LADDS; BLAIR, 1997). H& hipdteses de que poluentes quimicos
induzam o virus latente & infeccdo ou causem imunossupressdo, facilitando o
desenvolvimento ou persisténcia da fibropapilomatose. Muitos contaminantes quimicos séo
conhecidos por causarem supressdo do sistema imunoldgico (HERBST; KLEIN, 1995).

Em estudo realizado no Havai, as formas de uso e ocupagdo do solo, associadas a
elevadas concentragdes de nitrogénio, processos de eutrofizacdo e presenca de algas invasoras
apresentaram relagdo com a maior frequéncia de animais com lesdes cutaneas
fibropapilomatosas (VAN HOUTAN et al., 2010).

A FP ndo era registrada no Havai antes da década de 1950 e apresentou um pico na
década de 1990 e seu posterior declinio é puramente especulativo (CHALOUPKA; BALAZS;
WORK, 2009). Ha duas explanagdes para estas oscila¢des: o desenvolvimento de imunidade
ao agente etioldgico (LLOYD-SMITH et al., 2005 apud CHALOUPKA; BALAZS; WORK,
2009) e/ou a remog&o de um agente ambiental indutor de tumores no habitat ao redor da ilha
de Molokai (HERBST; KLEIN, 1995).

2.3 A utilizacdo de ferramentas cientificas para a conservacéo das tartarugas verdes

2.3.1 Atividade celular (fagocitose e burst oxidativo)

Os mecanismos do sistema imunolégico podem ser (1) inespecifico ou natural: com

acdo rapida, porém inespecifica e (2) especifico ou adquirido com agdo lenta, porém

especifica para o antigeno que induziu este tipo de resposta. A imunidade natural é
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independente da etiologia da lesdo e confere a primeira linha de defesa através da atividade
fagocitica e resposta inflamatéria. A imunidade adquirida envolve os linfdcitos T e B, cujas
respostas, celular e humoral respectivamente, sdo desencadeadas quando ha substincias
estranhas no organismo concomitante & resposta natural inflamatéria (AZEVEDO; CHASIN,
2004). Em vertebrados ectotérmicos, o sistema imune inato é um componente crucial para a
protecdo contra infecGes microbianas, sendo a fagocitose um importante constituinte
(KUMAR, 2011).

Nos organismos aer6bios, as enzimas da cadeia respiratoria e do reticulo
endoplasmatico reduzem a agua a maior parte do oxigénio molecular (O;) absorvido.
Entretanto, cerca de 1 a 3% desse O, sdo parcialmente reduzidos, gerando elementos
intermediarios reativos denominados espécies reativas de oxigénio (EROs): radical anion
superéxido (O;7), peroxido de hidrogénio (H.O,) e radical hidroxila (OH’) (SIMON-
GIAVAROTTI, 2001). Dessa forma, o O, pode gerar enorme toxicidade devido a estes
intermediérios da reducdo oxidativa (NEWMAN; CLEMENTS, 2008).

Organismos aerdbios tém um sistema de defesa antioxidante responsavel por prevenir,
neutralizar ou reparar danos induzidos pelas EROs (VALVIDIA et al., 2007). Estudos
realizados por Labrada-Martagon et al. (2011) encontraram correlagbes positivas entre
atividade enzimtica antioxidante e niveis de peroxidagdo lipidica com mdltiplos
componentes quimicos, sugerindo a possibilidade de seus usos como biomarcadores de
condi¢Bes ambientais especificas usando a tartaruga verde como sentinela.

As EROs sdo produzidas pela cadeia de elétrons mitocondrial, apds exposicdo a
radiacdo UVA e UVB, no processo da fagocitose, durante o metabolismo de compostos da
dieta, no processo de isquemia-reperfusdo e durante a biotransformagdo de xenobidticos que
utilizam o sistema do citocromo P450. Considerando que infecgdes e tumores séo fatores
moduladores da atividade do citocromo P450 (FERNANDEZ et al., 2011) e que as EROs s&o
um componente importante da resposta imunoldgica de organismos marinhos expostos a uma
variedade de estressores ambientais, incluindo a poluicdo (LESSER, 2006 apud LABRADA-
MARTAGON et al., 2011), sua avaliagdo se torna um indicativo do estado imunoldgico dos
animais.

Os neutrofilos produzem certas EROs como H,0,, OH e O, (importantes oxidantes
microbicidas, mediadores da inflamacéo e da leséo tecidual) durante o metabolismo de células
aerdbicas ou como produto de secregdo de fagdcitos ativados, resultado de uma sequéncia de
reagdes bioquimicas de alto consumo de oxigénio conhecidas como burst oxidativo (SILVA,

2003). Além dos neutréfilos, os macrdfagos também exibem atividade de burst oxidativo
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como indicador da atividade bactericida e morte toxica dependente de oxigénio pelos
organismos patogénicos. Em carpas (Cyprinus carpio) os neutréfilos dos rins exibem uma
atividade citotoxica espontanea envolvendo perdxido de hidrogénio que causa lise de células
tumorais (PASTORET et al., 1998). Heterofilos também séo reconhecidos por exercerem
atividade fagocitica e produzirem EROs (CAMPBELL, 2006). Fagocitos (macrofagos)
ativados fornecem uma importante contribuicdo para a producédo de H,O, (RUSSO et al.,
1989).

A producéo de EROs pode ser monitorada quantitativamente por citometria de fluxo
com a utilizagéo do reagente 2’7 diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) (HASUI et al.,
1989). J& foi demonstrado que a oxidagdo do DCFH-DA é quantitativamente proporcional a
concentragdo de peroxido de hidrogénio gerado (HIRABAYASHI et al, 1985 apud
MASSOCO; CARMONA; BACCARIN, 2006).

A fagocitose é uma importante ferramenta de defesa celular. Durante esse processo,
particulas estranhas ligam-se aos receptores especificos da membrana celular do fagdcito,
acionando uma alterag&o no citoesqueleto que resulta em extensdes da membrana ao redor da
particula (KWIATKOWSKA; SOBOTA 1999 apud ZIMMERMAN et al., 2010). No interior
do fagdcito e com a acéo dos lisossomos, a particula é finalmente degradada (COICO et al.,
2003 apud ZIMMERMAN et al., 2010).

Inimeros estudos utilizando citometria de fluxo tém sido realizados para avaliar
producédo de peroxido de hidrogénio e fagocitose (HASUI; HIRABAY ASHI; KOBAYASHI,
1989; LEHMANN; S@RNES; HALSTENSEN, 2000). Também tém sido reportadas
pesquisas com amostras de queldnios, cujo foco é a atividade celular (ZIMMERMAN et al.,
2010) e de seu papel com doencas, como a fibropapilomatose em Chelonia mydas (ROSSI,
2007; ROSSI et al., 2009, 2012, 2013a, 2013c). Além disso, a citometria de fluxo tem sido
adaptada e utilizada para estudos que envolvem agentes patogénicos, avaliagcdo de fatores
contaminantes, caracterizacdo e mecanismos de imunidade das diferentes células sanguineas.
Sendo assim, tem se desenvolvido estudos para a deteccdo de Mycoplasma agassizii
(MOHAMMADPOUR et al., 2010), para a identificagio de linfocitos T CD3+ (MUNOZ et
al., 2009) e a avaliacdo de danos nucleares nas células devido aos poluentes ambientais
(MATSON et al., 2005; HAYS; McBEE, 2007).

A anélise de fagécitos é muito importante, pois a fagocitose e o burst oxidativo dos
neutrofilos e macrofagos representa uma sequéncia de eventos para a morte intracelular de
bactérias. A citometria de fluxo representa grande vantagem em relacdo as técnicas

anteriormente utilizadas para a avaliacdo da capacidade fagocitica, pois é possivel discriminar
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as populacdes celulares com maior velocidade e menor quantidade de células. Além disso,
concomitantemente & fagocitose é possivel medir-se o burst oxidativo gerado por estimulos
solGveis, bactérias ou fungos. Através da citometria de fluxo o burst oxidativo pode ser
monitorado quantitativamente (SILVA, 2003). O PMA (miristato-acetato de forbol),
considerado um bom indicador do metabolismo celular e atividade bactericida (STOSIK et
al., 2002) e o Staphylococcus aureus marcado com iodeto de propideo (SAPI) estimulam os
leucécitos polimorfonucleares a formarem e liberarem peroxido de hidrogénio em taxas
correlacionadas aquelas associadas com a fagocitose. A mensuracdo dos niveis de liberagéo
de peroxido de hidrogénio é considerada um pardmetro de avaliacdo da ativagdo de fagocitos
(SILVA, 2003).

2.3.2 Parametros hematoldgicos

A andlise do sangue é uma ferramenta amplamente utilizada que permite o
monitoramento da salde do animal e a investigacdo de processos fisiologicos (CHANSUE,
2011). E capaz de detectar distirbios como anemias, doencas inflamatorias, parasitemias,
desordens hematopoiéticas e disfun¢es homeostaticas (CAMPBELL, 2006).

A avaliacdo do estado fisioldgico de espécies classificadas em perigo é importante
para o desenvolvimento de manejo apropriado e para os planos de conservagédo (BOLTEN;
BJORNDAL, 1992; DIAZ-FIGUEROA, 2005).

As analises hematoldgicas sdo Uteis para estimar a resposta as doencgas ou aos seus
tratamentos (CAMPBELL, 2006), fornecendo informagdes fundamentais para a avaliagédo de
queldnios em reabilitagdo visando a soltura dos mesmos. Entretanto, algumas vezes a
identificacdo dos leucocitos com base nas diferengas morfoldgicas ndo é algo facil de ser
feito, pois linfocitos pequenos podem ser muito similares aos trombécitos (ZHANG; GU; LI,
2011).

Os heterofilos sdo fagdcitos e estdo associados aos processos inflamatorios ou lesdo
tecidual, estresse (excesso de glicocorticoides), neoplasia e leucemia heterofilica
(CAMPBELL, 2006).

Eosinofilos sdo fagocitos particularmente envolvidos em destruicdo de parasitas.
Aumento no nimero de eosin6filos no sangue esta associado a parasitos e estimulacdo no
sistema imune. Em Chelydra serpentina, estas células demonstraram atividade fagocitica de
imunocomplexos (MEAD; BORYSENKO, 1984).
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Apesar da funcdo exata dos basofilos ser desconhecida em répteis, o nimero reduzido
destas células durante a hibernacdo pode ser indicativo de diminuicdo da funcdo imune ou
uma auséncia de resposta antigénica. Por outro lado, é observado aumento de mondcitos e
azurdfilos no periodo de hibernagdo (DIAZ-FIGUEROA, 2005).

Os linfécitos desempenham importante papel no sistema imunoldgico dos répteis,
produzindo anticorpos e atacando corpos estranhos (DIAZ-FIGUEROA, 2005). Assim como
os das aves e dos mamiferos, estas células apresentam as mesmas classes de linfdcitos
principais: linfocitos B e T (CAMPBELL, 2006). Além disso, os linfocitos também exercem
atividade fagocitica (ZIMMERMAN, 2010).

Mondcitos sdo células fagociticas, sendo que a monocitose sugere uma doenca
inflamatdria. Frequentemente os mondcitos e os heter6filos respondem juntos aos eventos
fagociticos, heterofilia e monocitose foram observadas em Chelonia mydas acometidas pela
fibropapilomatose (WORK; BALAZS, 1999) e em Terrapene carolina carolina com
feohifomicose (JOYNER et al., 2006).

2.3.3 Poluentes orgénicos de importancia ambiental

A sociedade industrializada do século XX gerou a demanda e a oferta crescentes de
novos produtos quimicos aumentando as quantidades de diversos compostos quimicos
provenientes das descargas industriais e de varias outras atividades antropicas. Os compostos
organicos liberados no meio ambiente possuem tamanhos de moléculas e pertencem a
diversos grupos funcionais, sendo que a natureza destes determina a reatividade e a
aplicabilidade de tais compostos. As substincias toxicas persistentes (STP) reunem as
bifenilas policloradas (PCBs), os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAH), o
hexaclorobenzeno (HCB), o aldrin, o dieldrin, o endrin, o p,p, -DDT, o p,p, -DDE, p,p, -DDD,
o0s hexaclorocicloexanos (a-HCH, B-HCH, y-HCH e 8-HCH), o endossulfan, o heptacloro e o
pentaclorofenol. Incluem, também, compostos organicos de metais e ttm como caracteristicas
alta hidrofobicidade, baixa reatividade no meio ambiente e grande tendéncia para se
acumular, ou bioconcentrar, nos tecidos dos organismos vivos (SCHWARZENBACH,;
GSCHWEND; IMBODEN, 1995 apud CENTENO; BISINOTI ; JARDIM, 2007).

O primeiro tratado global para a eliminagdo das substancias toxicas persistentes foi
resultado da Convengdo de Estocolmo, realizada em 2001. Este tratado selecionou doze
substéncias (chamadas como as doze sujas): aldrin, endrin, dieldrin, clordano, DDT, toxafeno,

mirex, heptacloro, hexaclorobenzeno, PCBs, dioxinas e furanos. Estas substancias compdem
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uma classe conhecida como Poluentes Organicos Persistentes (POP) que juntamente com
outras substancias compdem o grupo mais abrangente das STP. Recentemente, atraves do
projeto implementado pelo Programa das Nagbes Unidas para o Meio Ambiente (UNEP)
denominado “Avaliacdo Regional das Substancias Toxicas Persistentes”, financiado pelo
“Global Environment Facility — GEF”, a situagéo das STP foi avaliada em todo o mundo. O
projeto dividiu o globo em 12 regides geogréaficas com o objetivo de gerar uma avaliacdo, em
cada regido, dos danos e ameagas causadas por estas substancias, identificando aquelas mais
importantes e preocupantes regionalmente, bem como as prioridades de agdes de intervengéo
e de minimizacdo dos impactos previstos pelas caracteristicas regionais. O documento da
América do Sul foi resultado de um trabalho multidisciplinar que abrangeu oito paises: Brasil,
Argentina, Paraguai, Uruguai, Chile, Bolivia, Peru e Equador. As STP selecionadas pelo
grupo da América do Sul foram separadas em trés grupos: (1) agrotoxicos - no caso dos
clorados, os compostos fontes de maior preocupacdo sao: aldrin, dieldrin, endrin, p,p -DDT,
p,p- DDE, p,p - DDD, hexaclorociclohexanos (a-HCH, B-HCH, y-HCH e &-HCH),
endossulfan, heptacloro, clordano; (2) compostos industriais, dentre os quais estdo PCBs,
dioxinas e furanos, além do hexaclorobenzeno que também est4 incluido no grupo dos
agrotoxicos e (3) subprodutos ndo intencionais. Os POPs sdo compostos assim classificados
porque satisfazem os critérios de persisténcia e toxicidade, (CENTENO; BISINOTI;
JARDIM, 2007), bioacumulam, sdo resistentes a degradacdo fotoquimica, quimica e
bioldgica, podem ser transportados por longas distancias no ambiente e sdo considerados pela
UNEP (United Nations Environment Programme) como prioritarios devido ao seu impacto ao
ambiente e a salide dos seres vivos (Lago, 2006).

Uma vez no ambiente, os organoclorados se distribuem em diferentes compartimentos,
tais como material particulado na atmosfera, sedimento, biota, corpos hidricos, entre outros
(Lago, 2006). Como consequéncia de sua afinidade por lipidios e sua lenta biodegradagdo,
tendem a se acumular principalmente em espécies de posicdo elevada na cadeia alimentar
como 0s mamiferos marinhos (TANABE; TATSUKAWA, 1992 apud LAGO, 2006).

2.3.3.1 Relacéo entre poluentes organicos e doencas, incluindo a fibropapilomatose

Nota-se que a FP aparentemente ndo € evidente nas tartarugas verdes até que elas se
desloquem do oceano aberto a habitats de desenvolvimento neriticos ou costeiras (ENE et al.,
2005), sugerindo que a causa da doenca esta dentro dos habitats de alimentacdo
(CHALOUPKA; BALAZS; WORK, 2009). Quando fazem este deslocamento o habito
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alimentar muda de onivoro a herbivoro. Nos ambientes costeiros (maior disponibilidade de
alimento), h4 uma exposicdo dos animais a uma maior concentracdo de poluentes, que pode
levar a um aumento da prevaléncia da doenca (BAPTISTOTTE, 2007).

Os poluentes causam efeitos danosos incluindo comprometimento dos aspectos
fisiologicos, estresse cronico, comprometimento da fungdo imunoldgica e aumento na
susceptibilidade & doengas (AGUIRRE et al., 1995).

Além da presenca do herpesvirus, ha outros fatores que podem contribuir para o
aumento da prevaléncia da doenca, tais como desenvolvimento demografico, atividades
industriais e agrondmicas em ambientes proximos as praias, as baias e aos lagos (BALAZS,
1991; ADNYANA,; LADDS; BLAIR, 1997). Entende-se que os poluentes quimicos induzam
0 virus latente & infeccdo ou causem imunossupressdo, facilitando o desenvolvimento ou
persisténcia da fibropapilomatose (HERBST; KLEIN, 1995).

Estudos realizados em ursos polares (Ursus maritimus) reportaram altas concentragdes
de organoclorados em amostras sanguineas. Essas concentracdes foram fortemente associadas
a imunossupressao, implicando que esses animais podem sofrer aumento da suscetibilidade as
infecgdes e riscos para doencas (LIE et al., 2004, 2005; FISK et al., 2005 apud KENDALL et
al., 2010). Foi também determinado que focas do porto (Phoca vitulina) que consumiram
peixes contaminados com organoclorados sofreram redugdo da atividade de células natural
killer e da capacidade imune especifica, sendo este um dos primeiros registros de
imunossupressdo como resultado de exposigdo cronica a poluentes ambientais (KENDALL et
al., 2010). Diversos poluentes séo capazes de alterar diferentes etapas da resposta imune inata
de muitas espécies de peixes (BOLS et al., 2001). Estudos realizados na Carolina do Norte
(EUA) com Caretta caretta demonstraram que compostos organoclorados se acumulam nos
tecidos do animal causando hepatoxicidade, imunotoxidade, toxicidade reprodutiva,
enfraquecimento e efeitos no comportamento neuroldgico (KELLER et al., 2004). Estudos
sobre a analise de PCBs e DDTs em Zalophus californianus (ledes marinhos da California,
EUA), com e sem carcinoma, notaram que 0s animais com a doenga apresentaram maior
concentracdo destes organoclorados emboram tivessem menor espessura da camada de
gordura. Este estudo sugeriu que os PCBs podem desempenhar um papel no desenvolvimento
do carcinoma nestes animais (YLITALO et al., 2005).

AlteragOes ambientais causadas pela polui¢cdo tém sido relacionadas com doengas em
populagdes inteiras de peixes e a explicagdo para esta conexdo pode estar no funcionamento
do sistema imune inato (AFFONSO, 2006).
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2.3.3.2 Bifenilas policloradas

As bifenilas policloradas (PCBs) sdo compostos muito estiveis, sintetizadas
inicialmente em 1929 pela Monsanto Chemical Company e que em 1966 foram reconhecidas
como poluentes ambientais por causa da deteccdo em amostras de animais selvagens
(SALGADO, 2002). Os nomes comerciais variam de acordo com o pais, sendo que no Brasil
estes compostos sdo denominados como Ascarel (SILVA, 2009).

As PCBs representam uma familia de 209 congéneres, diferentes estruturas,
dependendo do numero e da posicdo dos 4tomos de cloro na estrutura bifenila (Figura 2.6).
Cada congénere possui uma lipofilicidade especifica, bem como efeito toxico e metabolizagéo
(O’HARA; RICE, 1996). Os congéneres com maior nimero de cloros sdo mais dificeis de
serem metabolizados pelo organismo (JORGENSEN; FATH, 2010). A nomenclatura dos
congéneres adotada pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)

considera a posi¢do dos atomos de cloro na estrutura bifenila.

Figura 2.6 — Estrutura basica de uma bifenila policlorada. Fonte: O’HARA; RICE, 1996

N&o ha registro da producédo de PCBs no Brasil, sendo importadas dos EUA e da
Alemanha. A Portaria Interministerial 19 (2 de janeiro de 1981) proibiu a fabricacéo,
utilizagdo e comercializacdo de PCBs em todo o territério nacional (SILVA, 2009).

A producdo mundial acumulada foi de aproximadamente 1.200.000 toneladas, sendo
que deste total 60% foram utilizados em transformadores e capacitadores, 15% para fluidos de
transferéncia de calor e 25% como aditivos na formulagdo de plastificantes, tintas, adesivos e
praguicidas (PENTEADO et al., 2001). Das 1.200.000 toneladas, 4% foram degradadas ou
incineradas e 31% atingiram o meio ambiente, além de 65% que ficaram armazenadas nos

equipamentos ainda existentes. Este armazenamento ocorre porque apesar das proibicoes
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estabelecidas na década de 1980, os equipamentos instalados ainda podem ficar ativos até o
final de suas vidas uteis (CIPRO, 2011).

A exposicao aos poluentes organicos ocorre através da pele, casca dos ovos, inalagéo,
transferéncia materna e alimentos contaminados, sendo que a dieta € um importante recurso
de exposicdo especialmente se os compostos forem altamente lipofilicos e persistentes, como
é 0 caso de PCBs (SOLLA, 2010).

Os niveis de PCBs podem ser mais altos em animais mais velhos do que nos juvenis
devido ao tempo de exposigdo e aumento gradual no armazenamento de gordura. Mobilizagéo
de gordura durante migracdes, desova, inanigdo, produgdo de ovos, gestacdo e lactacdo
proporciona um meio de excre¢do. Este processo pode aumentar o nivel de PCBs
sistematicamente disponivel e provocar sinais de toxicose (O’HARA; RICE, 1996). A
inanicdo causa a mobilizagdo de compostos lipofilicos acumulados no tecido adiposo e
consequentemente ativa sistemas enziméaticos (CORSOLINI; AURIGI; FOCARDI, 2000). No
entanto, de um modo geral os animais maiores tém mais capacidade para metabolizar estes
compostos do que os menores, variando de acordo com a espécie (diferengas no citocromo
P450). Esta enzima promove a hidroxilagio do anel resultando em compostos mais
hidrossolUveis podendo ser eliminados pelas fezes e urina (JORGENSEN; FATH, 2010).

A bioacumulacdo é influenciada pelo coeficiente de particdo que é uma medida de
solubilidade diferencial dos compostos em octanol e &gua (JORGENSEN; FATH, 2010). No
entanto, este coeficiente apenas prediz uma tendéncia de particdo do composto entre &gua e
lipideo e, assim, a bioacumulacdo depende também da habilidade do animal assimilar,
metabolizar e excretar tais substancias (SOLLA, 2010).

A exposicdo a estes poluentes incluem diversas manifestacdes no organismo, tais
como: hepatoxicidade, imunotoxicidade, problemas reprodutivos e respiratdrios, efeitos
carcinogénicos e mutagénicos, mudancas no nivel hormonal e vias controladoras de
hormonios (HANSEN, 1988 apud BOLL et al. 1998).

O estudo de poluentes como PCBs é extremamente importante para pesquisas sobre

conservacdo e salde das tartarugas marinhas (van de MERWE et al., 2009).
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3 ANALISE DE BIOMETRIA E FIBROPAPILOMAS DE TARTARUGAS VERDES,
Chelonia mydas (TESTUDINES, CHELONIIDAE) (LINNAEUS 1758), CAPTURADAS
EM DIFERENTES AREAS DO BRASIL

Resumo

A tartaruga verde (Chelonia mydas) é uma tartaruga marinha que utiliza diversas areas
do litoral brasileiro, ilhas e atois para alimentacdo e nidificagdo. Esta espécie muda seu habito
alimentar ap6s um periodo inicial de vida, retornando as areas costeiras onde encontra uma
variedade de algas e plantas aquéticas (base da sua dieta). Muitas tartarugas verdes tém sido
acometidas por uma doenga denominada fibropapilomatose (FP), caracterizada por tumores
cutdneos benignos e considerada uma importantes ameaca a sua sobrevivéncia. A causa é
ainda pouco esclarecida, mas h o consenso de que seja multifatorial com o envolvimento de
um herpesvirus (Chelonid Fibropapilloma-associated Herpesvirus), fatores ambientais e
genéticos. Foram estudadas 133 tartarugas verdes (56 com FP e 77 ndo acometidas)
provenientes de Floriandpolis/SC, Ubatuba/SP, Vitéria/ES e Almofala/CE (areas de
alimentacdo) e de Fernando de Noronha/PE (&rea mista). Foram obtidos dados de biometria
(comprimento curvilineo da carapagca-CCC, massa corporal-MC e indice de condicdo
corporal-1CC), tamanho (de acordo com categories A, B, C and D), quantidade e localizacdo
anatdmica dos tumores. Os objetivos foram (1) estudar tartarugas verdes provenientes de
diversas localidades e (2) desenvolver uma nova proposta de escore para estabelecer o grau de
severidade da FP. Houve diferencas no CCC entre tartarugas sem tumores de acordo com a
area de estudo, na MC e no ICC entre animais acometidos ou ndo capturados em Ubatuba.
Foram quantificados e classificados 1033 tumores de 50 animais, sendo que a quantidade por
tartaruga variou de 1 a 61 e a maioria foi encontrada na regido anterior (669 tumores).
Analises sobre o tamanho dos tumores registraram que 446 foram classificados na categoria
A, 520 na categoria B e poucos tumores foram incluidos nas categorias C e D (62 e 5
respectivamente). Foi desenvolvida uma nova proposta para classificar a FP de acordo com
sua severidade que resultou em trés escores (FPS): leve, moderado e severo. A maior parte
das tartarugas verdes estudadas foi classificada no grau “leve” (N=34) e ndo houve diferencas
nas correlacBes entre FPS e dados biométricos. Esta proposta poderd ser aplicada para
correlacionar a severidade da FP com outras variaveis relacionadas a salide e ao ambiente,
com o objetivo de aumentar o conhecimento sobre as manifestagdes regionais desta doenga e
suas implicagOes para a conservagéo das tartarugas marinhas.

Palavras-chave: Tartaruga verde; Dados biomFibropapiloma; Escore; Grau de severidade
Abstract

The green sea turtle (Chelonia mydas) uses many areas of Brazilian coast, islands and
atolls for feeding and nesting. This species changes its feeding habit after an initial period of
life, turn back to the coastal areas where finds variety of algae and aquatic plants (base of its
diet). Many green sea turtles have been affected by a disease called fibropapillomatosis (FP),
characterized by benign skin tumors and considered an important threat to their survival. The
cause is still unclear, but there is a consensus that it is multifactorial with involvement of
Chelonid Fibropapilloma-associated Herpesvirus, environmental and genetic factors. Were
studied 133 green sea turtles (56 with FP e 77 non-affected) caught in Floriandpolis/SC,
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Ubatuba/SP, Vitoria/ES and Almofala/CE (feeding areas) and de Fernando de Noronha/PE
(feeding and nesting area). Biometric data were obtained (curved carapace length-CCL, body
mass-BM and body condition index-BCl); size (according categories A, B, C and D),
numbers and anatomical distribution of tumors, which was used to establish FP scores (FPS).
The aims were (1) to study green sea turtles caught in different areas and (2) to development a
new proposal of score for establishing the severity of FP. There were differences in CCL
between non-affected turtles according to the study area, in BM and BCI between green sea
turtles with and without FP caught in Ubatuba. Were quantified and classified 1033 tumors of
50 animals, the number of tumors in each turtle ranged from 1 to 61 and the most part of them
was found in anterior region (669 tumors). Analyzes about size of tumors reported 446
classified as category A, 520 tumors as category B and few tumors were included in
categories C and D (62 and 5 respectively). Was developed a new proposal to classify FP
according to its severity resulting in three scores (FPS): mild, moderate and severe. Most part
of green sea turtles studied was classified as “mild” (N=34) and there were not differences in
correlations between FPS and biometric data. This proposal will can be applied to correlate
the severity of FP with other health and environmental variables in order to increase
knowledge of the regional manifestations of this disease and its implications for the
conservation of marine turtles.

Keywords: Green sea turtle; Biometric data; Fibropapilloma; Score; Severity

3.1 Introducéo

A tartaruga verde apresenta ampla distribui¢do sendo encontrada em mares tropicais e
subtropicais. E considerada a espécie de tartaruga marinha que apresenta habitos mais
costeiros, utilizando inclusive estuarios de rios e lagos (HIRTH, 1997).

Migram extensivamente atraves das &reas de alimentagdo e nidificagdo, alimentando-
se de algas e plantas aquéticas e h4 observacGes de tartarugas verdes predando moluscos,
peixes, poliquetas e 4guas-vivas (SPOTILA, 2004).

Sua histoéria natural, assim como a das demais espécies de tartarugas marinhas, é
dificil de ser estudada por causa dos deslocamentos e das migracdes entre os habitats de
alimentacdo e reproducdo (BOWEN, 1992). As éareas de alimentacdo costeiras s&o
consideradas “habitats de desenvolvimento”, locais onde sdo vistas tartarugas verdes
imaturas. Os deslocamentos entre estas &reas estdo relacionados com tamanhos bem definidos
e as recapturas podem ser frequentes na mesma &rea ao longo de varios anos sugerindo uma
certa residéncia nesses locais por um periodo de tempo (MEYLAN; MEYLAN, 2000).

As tartarugas verdes sdo animais solitarios, mas podem se agregar em locais de

alimentagdo com abundéncia de recursos alimentares (FAO, 1990).
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A espécie C. mydas atinge a maturidade sexual mais tarde que as demais espécies de
tartarugas marinhas. 1sso ocorre por causa do crescimento mais lento devido & sua dieta
herbivora (CHALOUPKA et al., 2004).

No Brasil a tartaruga verde desova na Ilha da Trindade/ES, Reserva Bioldgica do Atol
das Rocas/RN e Arquipélago de Fernando de Noronha/PE. Entretanto, ha areas consideradas
secundarias nas quais sdo também registradas desovas.

Ha inimeras ameacas a sobrevivéncia das tartarugas marinhas, tais como: destrui¢éo
de habitats, desenvolvimento costeiro, poluicdo ambiental, acBes antrOpicas nas praias,
consumo de carne e ovos, atividades pesqueiras, alteraces climéticas e doengas como a
fibropapilomatose (FP) (BUGONI; KRAUSE; PETRY; 2001; WITHERINGTON, 2000;
MAST et al.,, 2005; MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011). Entretanto, a captura
incidental é reconhecida como fator de alta mortalidade para as tartarugas marinhas
(ORAVETZ, 2000).

O primeiro registro de FP no Brasil ocorreu em 1986 no litoral do estado do Espirito
Santo e a prevaléncia para este pais foi registrada em 15,41% segundo dados de 2000 a 2005.
N&o héa registro de fibropapilomatose nas areas de desova: Arquipélago de Fernando de
Noronha (PE), Ilha da Trindade (ES) e Atol das Rocas (RN) (BAPTISTOTTE, 2007).

Considerando as ameacas anteriormente listadas e o fato de que a FP é uma doenca
com distribuicdo mundial, cuja prevaléncia pode variar de 0 a 92% dependendo da regido
analisada, a conservagao destes queldnios torna-se um desafio constante e crescente.

Devido ao fato da causa da FP ainda ndo ser totalmente elucidada, foi desenvolvida
uma avaliacdo do grau de severidade da doenca classificada de acordo com escores. Propostas
anteriores j& foram realizadas, mas ndo puderam ser aplicadas aos animais capturados no
Brasil, pois o padrdo da doenca € diferente ao redor do mundo. Com a aplicagdo dos escores,
a doenca pode ser classificada de acordo com sua severidade e estas categorizagGes poderdo

ser utilizadas em outros estudos.
3.2 Desenvolvimento
3.2.1 Areas de estudo e métodos de captura das tartarugas
Foram utilizadas amostras de tartarugas verdes provenientes de cinco regides

brasileiras: Ubatuba (SP), Almofala (CE), Vitéria (ES), Floriandpolis (SC) e Fernando de

Noronha (PE). A figura 3.1 representa as regides onde foram efetuadas as coletas de dados.
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Os espécimes de Chelonia mydas foram capturados de diversas formas, de acordo com
0 monitoramento realizado pelas equipes do Projeto TAMAR-ICMBio: (A) captura incidental
em Almofala/CE e Floriandpolis/SC e (B) captura intencional por tarrafa em Vitoria/ES e
mergulho ou monitoramento de fémeas adultas em Fernando de Noronha/PE.

Muitas tartarugas verdes foram capturadas incidentalmente ou resgatadas em
Ubatuba/SP, S&o Sebastido/SP e Angra dos Reis/RJ, sendo encaminhadas ao Centro de
Reabilitacdo do Projeto TAMAR/ICMBIo base de Ubatuba/SP. Desta forma, as tartarugas
provenientes destas regides foram agrupadas apenas na localidade “Ubatuba”, visando uma
melhor organizag&o destes dados para anélise.

Alguns animais foram mantidos nos centros de reabilitacdo nas bases do Projeto
TAMAR/ICMBIio de Ubatuba/SP e de Floriandpolis/SC, devido ao fato de estarem
debilitadas. Essas tartarugas foram soltas apds o periodo de recuperacdo. Os animais
capturados em Almofala/CE, Vitéria/ES e Fernando de Noronha (PE) foram soltos logo apds

a obtencdo dos dados biométricos e dos referentes aos fibropapilomas.

Figura 3.1 — Areas de estudo para obtencgdo das amostras sanguineas. Mapa editado por Ralph E. T. Vanstreels
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Ubatuba/SP, Florianépolis/SC, Almofala/CE e Vitoria/ES representam areas de
alimentacdo da espécie Chelonia mydas. Fernando de Noronha € uma é&rea mista onde
tartarugas verdes se reproduzem e se alimentam e ndo ha registro de animais com tumores
desde o inicio do monitoramento do Projeto TAMAR-ICMBio em 1984.

Em Floriandpolis/SC (27°42°15*’S 48°29°03.99’W) o Projeto TAMAR/ICMBio
registra encalhes e monitora as pescas costeiras, principalmente os cercos flutuantes. E uma
area importante de ocorréncia de tartarugas marinhas provenientes de diferentes populacoes
do Atlantico Sul (MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011).

O litoral norte do Estado de Séo Paulo, regido na qual Ubatuba estd localizada, é
caracterizado por diversas pequenas praias intercaladas por amplos costdes rochosos, além de
ilhas e é reconhecido como importante area de alimentacéo e refugio de tartarugas marinhas
(GALLO et al., 2006; SAZIMA; SAZIMA, 1983; FAO, 1990). Em Ubatuba/SP (23°26°S
45%5°W) a area de monitoramento do Projeto TAMAR/ICMBIo concentra-se entre a divisa
com Paraty/RJ ao norte e o municipio de Caraguatatuba/SP ao sul, totalizando 106 km de
extensdo, onde sdo distribuidas 73 praias aproximadamente (BAPTISTTOTE, 2007), regido
reconhecida como importante area de alimentacdo (GALLO et al., 2000 apud SILVA, 2009).
Na regido também sdo registradas ocorréncias de Caretta caretta, Eretmochelys imbricata e
Dermochelys coriacea (tartaruga de couro), sendo raros os casos de encalhe de Lepidochelys
olivacea (GALLO et al., 2000 apud MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011).

Em Vitdria/ES (20°24°28°’S 040°10’44’°’W) as capturas foram realizadas na
Companhia Siderurgica ArcelorMittal Tubardo, municipio de Serra localizado a 10 km de
Vitéria (TOREZANI, 2010). Nesse local a equipe do Projeto TAMAR/ICMBIio realiza
monitoramento semanal das tartarugas verdes que usam a saida de efluentes da companhia
como érea de alimentac&o.

Almofala/CE (02°50°S 40°09°W) é municipio de Itarema e fica localizada a 242 km de
Fortaleza. A &rea de monitoramento do Projeto TAMAR/ICMBIo envolve 40 km de praias
(BAPTISTTOTE, 2007). E uma regido que concentra atividade pesqueira artesanal, com
pouco fluxo turistico e representa importante &rea de alimentacéo da tartaruga verde, havendo
ocorréncia também das espécies C. caretta (tartaruga cabeguda), L. olivacea (tartaruga oliva)
e E.imbricata (tartaruga de pente).

Fernando de Noronha/PE (03°51°00°’S 32°24’W) € uma ilha de origem vulcénica
localizada a 345 km a oeste de Cabo S&o Roque/RN e a 545 km de Recife/PE. E composta por
21 ilhas, ilhotas de rochedos totalizando uma area de 2600 ha e abriga duas Unidades de

Conservacio Federais: uma Area de Protecdo Ambiental (APA) criada em 1986 e um Parque
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Nacional Marinho criado em 1988. E considerada uma érea de alimentag&o para C. mydas e
E. imbricata e possui a menor populacéo de tartarugas verdes que desova nas ilhas oceénicas
brasileiras, resultado de séculos de predacdo (mais de 480 anos) (BAPTISTTOTE, 2007).

Os métodos de captura dos espécimes encaminhados ao Centro de Reabilitacdo na
base do Projeto TAMAR-ICMBio em Ubatuba/SP foram diversos: rede de espera de
superficie, cerco flutuante, boiando, anzol, mergulho, encalhe de praia e rede de arrasto de
camardo. Em Almofala/CE as capturas foram feitas em curral (Figura 3.2A), em Vitoria/ES
foram realizadas por tarrafa na Companhia Siderdrgica ArcelorMittal Tubardo (Figura 3.2B),
em Florian6polis/SC ocorreu em cerco flutuante e em Fernando de Noronha (PE) foram
realizadas por mergulho na area de alimentacdo monitorada (no caso das juvenis) (Figura
3.2C) e obtidas durante 0 monitoramento na &rea de desova apos a concluséo do ninho e antes

do retorno ao mar (no caso das adultas) (Figura 3.2D).

(A) (B)

(©) (D)

Figura 3.2 — Métodos de captura registrados para as tartarugas verdes estudadas. (A) Curral utilizado pelos pescadores em
Almofala/CE, (B) Tarrafa utilizada na Arcelor em Vitéria/ES, (C) Captura por mergulho na Baia do Sueste,
Fernando de Noronha/PE e (D) Monitoramento de adulta durante a desova na Praia do Ledo em Fernando de
Noronha/PE. Fotos: Silmara Rossi e Angélica M. S. Sarmiento
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3.2.2 Coleta de dados biométricos e analises dos fibropapilomas

Para a obtencéo dos dados de biometria e contagem dos tumores foi necessaria apenas
contencdo fisica das tartarugas.

Os dados biométricos coletados foram: comprimento curvilineo da carapaga (CCC),
largura curvilinea da carapaga (LCC) e massa corporea (MC) (Figura 3.3) de cada animal. Os
dados de CCC e MC foram usados para calcular o indice de condicdo corporal (ICC), um
indicador preciso que pode ser usado como parte da rotina de avaliacdo do estado de salde
das tartarugas verdes (SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2012a, 2013).

O valor do ICC foi obtido a partir do calculo: ICC = MC (kg)/CCC?. O CCC também
foi convertido em comprimento retilineo da carapaca (CRC) através da aplicacdo da regressao
linear: CCC = 1,0363 x CRC + 2,246 (SEMINOFF et al., 2003). Esta conversdo foi aplicada
para que fosse possivel fazer comparagbes com os dados da literatura que utilizaram as

medidas retilineas.

(A) (B)

Figura 3.3 — Coleta de dados biométricos: (A) comprimento curvilineo da carapaga (CCC) e (B) massa corporal
(MC). Fotos: Silmara Rossi

Foram também anotadas auséncia ou presenca dos fibropapilomas visiveis,
quantidade, tamanho e localizagdo dos mesmos. A analise dos fibropapilomas levou em
consideracdo as regibes anatdmicas afetadas nas tartarugas (Figura 3.4), de acordo com
estudos realizados por S&nchez-Sarmiento et al. (2012b) adaptando o protocolo usado pelo

Projeto Tamar-ICMBIio (ANEXO A). Além disso, os fibropapilomas foram classificados de
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acordo com o tamanho, considerando a classificagdo empregada por Work e Balazs (1999): A
(<1cm), B (1cm<FP<4cm), C (4cm<FP<10cm) e D (>10cm).

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

Figura 3.4 — Regifes anatdmicas definidas para a analise dos fibropapilomas. Figuras adaptadas de Pritchard e
Mortimer (2000) com edicédo de Silmara Rossi, Ralph E. T. Vanstreels e Angélica M. S. Sarmiento

Com o objetivo de aprimorar as analises dos tumores foi desenvolvida uma avaliacéo
do grau de severidade da doenca, cuja classificagcdo se baseou em escores. Estudos similares
j& foram desenvolvidos: Balazs (1991) propds escores para o grau de severidade da
fibropapilomatose e posteriormente Wood e Wood (1993) também utilizaram escores para
severidade da doenga, mas consideraram apenas o0 tamanho dos tumores. Work e Balazs
(1999) realizaram estudos relacionando escores de severidade com perfil hematoldgico de C.
mydas (com e sem tumores) capturadas no Havai. No Brasil, estudos relacionaram perfil
hematoldgico de espécimes de C. mydas (afetadas ou ndo pela fibropapilomatose) capturados
em Ubatuba/SP, com a severidade da doenca considerando a area (cm?) de fibropapilomas por
tartaruga (ROSSI, 2007; ROSSI et al., 2009).

A necessidade de uma proposta que reflita as condigdes dos animais estudados no
Brasil surgiu devido & dificuldade de se aplicar a proposta dos autores acima citados para as
tartarugas capturadas na costa brasileira. O nimero de tumores em cada categoria de tamanho
foi usado para calcular o indice de fibropapilomatose (FPI), aplicando um modelo estatistico
utilizando essas categorias e uma pontuagéo para cada uma delas que resultou na equagdo (1),
na qual FPx é o nimero de tumores de cada categoria de tamanho que foi quantificada em
cada individuo (ROSSI et al., 2012, 2013).
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FPI= (1 x FPa) + (2 X FPg) + (4 x FP¢) + (8 x FPp) 1)

Esse resultado permitiu classificar o grau de severidade da doenga ou escore da
fibropapilomatose (FPS — fibropapillomatosis score) em trés grupos: (1) “leve” (FPI < 50),
(2) “moderado” (50 < FPI < 100) e (3) “severo” (FPI > 100) (ROSSI et al., 2013).

3.2.3 Analises estatisticas

Para as analises dos dados biométricos, aplicou-se o teste de normalidade Anderson-
Darling. Nao havendo normalidade, foram utilizados os testes Mann-Whitney para comparar
animais com e sem tumores e Kruskal-Wallis na comparagdo entre as diferentes regides
estudadas.

Os dados relativos aos fibropapilomas tiveram sua normalidade verificada pelo teste

Anderson-Darling e todas as analises realizadas pelo teste Kruskal-Wallis.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Animais estudados e procedéncia

De agosto de 2010 a abril de 2013 foram colhidas amostras sanguineas de 133
tartarugas verdes, sendo 77 sem tumores e 56 com fibropapilomas.

A tabela 3.1 contém o nimero de tartarugas verdes com e sem tumor capturadas nas
diferentes areas de coleta de dados. Em Fernando de Noronha/PE e Floriandpolis/SC nao
houve captura de tartarugas acometidas, nas demais areas de coleta foram capturados animais

sem e com fibropapilomas (Figuras 3.5 A e B respectivamente).

Tabela 3.1 — NUmero de tartarugas verdes, com e sem fibropapilomas, capturadas por area de estudo no periodo

de ago/2010 a abr/2013
Procedéncia Nume_ro de C._ mydas Nume_ro de C._mydas Total
sem fibropapilomas  com fibropapilomas

Ubatuba/SP 26 41 67

Almofala/CE 9 3 12

Efluente final da Arcelor 13 12 25

Mittal em Vitéria/ES
Florianépolis/SC 3 0 3
Fernando de Noronha/PE 26 0 26

Total 77 56 133
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(A) (B)

Figura 3.5 — Tartarugas verdes amostradas. (A) Chelonia mydas sem tumores ap0s sua captura incidental em
curral de Almofala/CE. (B) Chelonia mydas com fibropapilomas mantida no Centro de Reabilitagdo
do Projeto TAMAR-ICMBio base de Ubatuba/SP. Fotos: Silmara Rossi

As coletas em Ubatuba/SP (UBA) foram realizadas no periodo de agosto/2010 a
abril/2013 (totalizando 13 viagens). Foram efetuadas duas viagens para Almofala/CE (ALM),
uma em janeiro de 2011 e outra em julho de 2011. Em Vit6ria/ES (VIT) a coleta foi realizada
em setembro e outubro de 2011, em Floriandpolis/SC (FLO) em novembro de 2011 e em
Fernando de Noronha/PE (FN) em margo de 2012 e maio de 2013.

As tartarugas recebidas no Centro de Reabilitacdo da base do Projeto TAMAR-
ICMBio em Ubatuba/SP (CReab-UBA) foram capturadas de diversas formas, sendo que a
maioria foi por rede de espera de superficie (N=24), seguida por individuos encontrados
boiando (N=15) (Figura 3.6). Apenas dois animais ndo tiveram método de captura
determinado. Testes estatisticos (Chi-Square) revelaram que o método de captura de acordo
com a forma de pesca utilizada na regido néo influenciou a captura de animais com e sem

tumores.
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Figura 3.6 — NUmero de tartarugas verdes capturadas de acordo com os métodos utilizados em UbatubaSP

Nota: PRA: encalhe de praia; RES: rede de espera de superficie; RCF: rede de cerco flutuante; BOI: boiando;
CAP: captura intencional (mergulho) e RAA: rede de arrasto de camardo
FP: Fibropapilomatose

3.3.2 Biometria

3.3.2.1 Comprimento curvilineo da carapaga

De acordo com o teste de normalidade Anderson-Darling, o comprimento curvilineo
da carapaga (CCC) dos animais ndo apresentou distribuicdo normal (P<0,005), tanto para
tartarugas sem tumores quanto para as acometidas. Dessa forma, foi aplicado o teste Mann-
Whitney para comparar animais com e sem tumores e Kruskal-Wallis na comparagéo entre as
diferentes regides estudadas (Figura 3.7). Entretanto, O CCC médio também foi analisado
para ser comparado com dados presentes na literatura.

Todos os animais estudados eram juvenis, com exce¢do de uma fémea adulta

encontrada durante oviposi¢ao na Praia do Le&do em Fernando de Noronha/PE.
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Figura 3.7 — Mediana do comprimento curvilineo da carapaca (CCC) de Chelonia mydas com e sem
fibropapilomatose (FP) de acordo com a éarea de estudo
Nota: FLO: Florianépolis/SC, UBA: Ubatuba/SP, VIT: Vitoria/ES, ALM: Almofala/CE e FN: Fernando de
Noronha/PE

Foram analisadas as médias e desvio padrdo, bem como os valores minimo e maximo
do CCC das tartarugas estudadas em cada area de estudo. Além disso, optou-se por utilizar as
medianas e quartis devido ao fato de os valores ndo apresentarem distribuicdo normal. As
tartarugas estudadas sem fibropapilomas (N=77) tiveram comprimento curvilineo da carapaca
(CCC) entre 27,5 cm (espécime mantido no CReab-UBA) e 101 cm (fémea encontrada
durante atividade de nidificacdo na Praia do Ledo, em Fernando de Noronha/PE), com média
igual a 50,2 cm. Individuos acometidos apresentaram tamanho entre 31 cm (espécime
capturado em Vitdria/ES) e 64,7 (proveniente de Almofala/CE), média igual a 41,8 cm
(N=56) (Tabela 3.2). Baptistotte (2007) analisou o banco de dados do Projeto Tamar-ICMbio
no periodo entre 2000 e 2005 e verificou que a média de CCC para animais ndo acometidos
foi de 45,65 cm (N=7.071) e para tartarugas com FP foi de 47,87 cm (N=1.288). Estudos de
Santos (2009) na baia do Espirito Santo/ES, incluindo 163 individuos analisados, registraram
CCC médio de 42,1 + 6,2cm.
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Tabela 3.2 — Valores obtidos na andlise do comprimento curvilineo da carapaga (cm) das tartarugas verdes,
com e sem tumores, capturadas nos locais estudados

. Fibropapilomatose V,al.ores

Locais (FP) Minimo  Méximo desl\\//:gd[:z\;réo Mediana Q1,Q3

FLO Sem FP 3 37,5 47,3 42 £5 411 37,5; 47,3

UBA Sem FP 26 27,5 81,3 39,1+11,7 35,9 33;39,6
Com FP 41 31,5 62 415+7,8 38,5 36,2; 44

VIT Sem FP 13 33,3 47,2 38,34 37 35,6; 42
Com FP 12 31 51 41 £5,7 40,3 37,6; 45,8

ALM Sem FP 9 36,5 49,1 42,1+51 39,9 37,7, 47,2
Com FP 3 41,2 64,7 50+12,8 44 41,2; 64,7

FN Sem FP 26 43,6 101 709+11,8 72 65,8; 78,5

Nota: FLO: Floriandpolis/SC, UBA: Ubatuba/SP, VIT: Vitéria/ES, ALM: Almofala/CE e FN: Fernando de

Noronha/PE

No periodo de agosto de 2005 a novembro de 2006 foram realizados estudos com

amostras sanguineas de tartarugas verdes capturadas em UBA. Os resultados obtidos

revelaram CCC medio igual a 44,5 + 9,4 cm para animais acometidos (N=29) e 38 + 4,8 cm

para os individuos sem fibropapilomas (N=18) (ROSSI, 2007). Valores similares foram

obtidos ao se realizar a biometria dos animais estudados nesta mesma regido no periodo entre

agosto de 2010 e abril de 2013.

O teste Mann-Whitney demonstrou que ndo houve diferenca entre 0 CCC de animais
com e sem FP capturados em UBA (P=0,0301, W = 1563), VIT (P = 0,1827; W=181) e ALM

(P=0,3552; W=25). No entanto, houve diferenca (P=0) ao comparar tartarugas sem FP entre

as cinco &reas estudadas (N=77), devido ao CCC mediano dos animais capturados em FN,

porém, ndo houve diferenca (P=0,229) ao comparar 0s animais acometidos (N=56) entre as

trés areas de ocorréncia de FP (Figura 3.8).
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Figura 3.8 — Boxplot do comprimento curvilineo da carapaca (CCC) de tartarugas verdes, com e sem
fibropapilomatose (FP), amostradas nas diferentes areas de estudo
Nota: FLO-Florianépolis/SC; UBA-Ubatuba/SP; VIT-Vitéria/ES; ALM-Almofala/CE e FN-Fernando de
Noronha/PE

Com o objetivo de analisar melhor os animais acometidos e ndo acometidos, 0s
resultados de CCC também foram agrupados nos seguintes intervalos: 20-29,9; 30-39,9; 40-
49,9; 50-59,9; 60-69,9; 70-79,9; 80-89,9; 90-99,9 e 100-109,9 cm. Foram observados animais
em todos os intervalos, exceto 90-99,9 cm. Maior quantidade de animais foi agrupada nos
intervalos 30-39,9 (n=35), 40-49,9 (n=14) e 70-79,9 cm (N=11) (Figura 3.9). Os animais
acometidos, procedentes de VIT e UBA, foram agrupados em maior nimero nos intervalos
30-39,9 e 40-49,9 cm (29 e 21 tartarugas respectivamente). Animais estudados com CCC
acima de 70 cm e abaixo de 29,9 cm ndo apresentaram tumores em nenhuma regido

amostrada (Figura 3.10).
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Figura 3.9 — NUmero de tartarugas verdes sem tumores de acordo com intervalos de comprimento curvilineo de
carapaga (CCC) nas regiGes amostradas
Nota: FLO=Florian6polis, UBA=Ubatuba, VIT=Vitoria, ALM=Almofala e FN=Fernando de Noronha

Figura 3.10 — NUmero de tartarugas verdes com tumores de acordo com intervalos de comprimento curvilineo de
carapaga (CCC) nas regides amostradas
Nota: UBA=Ubatuba, VIT=Vitéria e ALM=Almofala

Os resultados de CCC agrupados em intervalos demonstraram que a maioria dos
animais estudados foi agrupada nas categorias 30-39,9 cm (N=35), seguida pelos grupos 40-
49,9 (N=14) e 70-79,9 cm (N=11). Provavelmente os dados distribuiram-se desta forma
devido ao fato de se tratar de animais capturados em area de alimentagao, com excecdo de FN
que é considerada uma &rea mista na qual foram encontrados juvenis com média de

CCC=70,9 e fémeas adultas em fase de desova. O banco de dados do Projeto Tamar-ICMBio
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analisado nos anos de 2000 a 2005 revelou dados importantes sobre a quantidade de
tartarugas verdes com tumores classificadas de acordo com categorias de CCC: 27,5% dos
animais foram agrupadas na categoria 70-79,9, seguida por 22,6% na categoria 40-49,9 cm,
21,2% no grupo 50-59,9 cm, 17,2% no grupo 60-69,9 cm e 16,2% na categoria 80-89,9 cm.
Apenas 7,4% dos animais foram agrupados na categoria 30-39,9 cm, seguido por 4,3 na
categoria 90-99,9 cm, 2,79% no grupo 100-109 cm e por fim 1,7% na categoria 110-119 cm
(BAPTISTOTTE, 2007).

Como foram encontrados resultados de CRC na literatura, também foi aplicada a
conversdo dos valores curvilineos para retilineos (ANEXO B). Animais sem tumores
provenientes de ALM tiveram média semelhante (38,5 + 4,9) aos de FLO (38,3 £ 4,8), maior
que de UBA (35,6 +11,3) e VIT (34,8 + 3,8) e menor que de FN (66,2 + 11,4). Estudos de
Seminoff et al. (2003) sobre monitoramento de tartarugas verdes em uma &rea de
forrageamento denominada Bahia de los Angeles (costa oeste da Peninsula de Baja
California, México) apresentaram CRC entre 46 e 100 cm (74,3 + 0,7 cm, N=200, grupo 1) e
entre 48,5 e 104,3 cm (80,9 = 0,8 cm, N=200, grupo II). Estes dois grupos foram classificados
de acordo com o tamanho médio de nidificacdo (mean nesting size — MNS) das fémeas de
Colola/Michoacan, México (77,3, N=718; FIGUEROA et al., 1993), considerada a primeira
fonte de ninhos para a regido estudada, com base em evidéncias genéticas. Dessa forma, no
grupo | foram incluidas as que apresentaram CRC médio < MNS e as classificadas no grupo

Il tiveram CRC médio > MNS (provavelmente adultas).

3.3.2.2 Massa corporal

Com excecdo para as tartarugas capturadas em FN, nas outras regides houve coleta de
outro dado biométrico importante: a massa corporal (MC). Um animal capturado em ALM
ndo teve sua MC determinada devido a problemas técnicos durante o trabalho de campo e
coleta de dados.

O teste de normalidade Anderson-Darling demonstrou que a MC n&o apresentou
distribuicdo normal, tanto para tartarugas sem tumores quanto para as acometidas. Sendo
assim, os valores foram submetidos ao teste Mann-Whitney para comparar animais com e sem
tumores e Kruskal-Wallis na comparagéo entre as diferentes regides estudadas.

Assim como os valores obtidos de CCC, a MC também foi analisada de acordo com
média e desvio padrdo juntamente com valores minimo e maximo, além da mediana e quartis.
(Tabela 3.3).
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Tabela 3.3 — Valores obtidos na analise da massa corporal (kg) das tartarugas com e sem tumores capturadas nos
locais estudados

Fibropapilomatose Valores
Locais . o Média e . )
(FP) Minimo Maximo desvio padrio Mediana Q1;,Q3
FLO Sem FP 3 6,5 13,5 95+3,6 8,5 6,5; 13,5
UBA Sem FP 26 2 36,5 7+8 4,3 34,7
Com FP 41 4 30 9,1+86,2 7 5,3; 10,3
VIT Sem FP 13 3,6 11,5 6,1+2,1 54 49,74
Com FP 12 2,6 13,3 74+28 6,7 5,9;9,6
+ .
ALM Sem FP 9 5 14 8,633 7 5,5;11,8
Com FP 3 7,3 10 86+19 8,6

Nota: FLO=Florian6polis, UBA=Ubatuba, VIT=Vit6ria e ALM=Almofala

Estudos de Seminoff et al. (2003) verificaram que a MC média das tartarugas verdes
capturadas (sem tumores; N=200) foi de 62,3 + 1,8 kg variando entre 14,5 e 145,5 kg. Dados
obtidos em estudos na regido de UBA demonstraram MC variando entre 4 e 17 kg (6,5 £ 3,2
cm) para espécimes ndo acometidos (N=18) e entre 3 e 35 kg (10,9 + 7,7 kg) para tartarugas
com FP (N=29) (ROSSI, 2007). Estudos de Santos (2009) com um total de 163 individuos
analisados apds captura no litoral do Espirito Santo registraram MC média de 9,6 + 4,9 kg.

Houve diferenga entre animais acometidos e ndo acometidos capturados em UBA
(P=0,0006; W=1660), porém ndo houve diferenca entre animais acometidos e ndo acometidos
capturados em VIT (P=0,1343; W=184) e em ALM (P=0,7225; W=14). Também ndo houve
diferenca (P=0,013) ao comparar tartarugas sem FP entre as quatro areas (N=51) nas quais
houve possibilidade de obter a MC dos animais capturados, nem ao comparar 0s animais

acometidos entre as trés areas de ocorréncia de FP (P=0,601; N=55) (Figura 3.11).
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Figura 3.11 — Boxplot da massa corporal de tartarugas verdes, com e sem fibropapilomatose (FP), amostradas
nas diferentes areas de estudo
Nota: FLO-Florianépolis/SC; UBA-Ubatuba/SP; VIT-Vitdria/ES e ALM-Almofala/CE

3.3.2.3 Indice de condigéo corporal

O célculo do indice de condicdo corporal (ICC) foi extremamente importante, pois
representa um escore corporal objetivo sendo mais confidvel como indicador da condicéo
corpdrea do animal. Estudos realizados por Sanchez-Sarmiento et al. (2012a) indicaram que a
classificacdo subjetiva (com base apenas na observacdo do aspecto fisico da tartaruga) é
confidvel para animais classificados na categoria “ruim”, porém néo € clara no que se refere a
individuos estimados como “regular” ou “bom”.

Segundo o teste de normalidade Anderson-Darling, o ICC ndo apresentou distribuicéo
normal. Por isso os dados foram tratados de acordo com o teste Mann-Whitney para comparar
animais com e sem tumores e Kruskal-Wallis na comparagdo entre as diferentes regides
estudadas.

O ICC também foi analisado de acordo com média e desvio padrdo juntamente com

valores minimo e méaximo, além da mediana e quartis (Tabela 3.4).
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Tabela 3.4 — Valores obtidos na anélise do indice de condicéo corporal (10) das tartarugas com e sem tumores

capturadas nos locais estudados

. Fibropapilomatose V,al.ores

Locais (FP) Minimo Maximo desl\\//:gd[:z\c?réo Mediana Q1;,Q3

FLO Sem FP 3 1,22 1,28 1,24+ 0,03 1,23 1,22; 1,28

UBA Sem FP 26 0,58 1,48 0,96 +0,18 0,95 0,83; 1,10
Com FP 41 0,66 1,46 1,16 +0,18 1,20 1,03; 1,25

VIT Sem FP 13 0,96 1,21 1,06 + 0,08 1,07 1;1,12
Com FP 12 0,87 1,17 1,03+0,10 1,03 0,92; 1,12

ALM Sem FP 9 0,93 1,29 1,10+0,13 1,10 0,98; 1,24
Com FP 3 1,04 1,17 1,11 +0,10 1,11

Nota: UBA=Ubatuba, VIT=Vitéria e ALM=Almofala

Seminoff et al. (2003) verificaram que na Bahia de los Angeles as tartarugas verdes
analisadas tiveram valores de ICC entre 1,03 e 2,19 (1,42 + 0,015; N = 102).

Houve diferenca comparando animais com e sem FP capturados em UBA (P=0,0000;

W=1725). Por outro lado, ndo houve diferenga entre animais com e sem FP capturados em
VIT (P=0,6438; W=147) e em ALM (P=0,9062; W=13). Nao houve diferenca (P=0,008) ao

comparar tartarugas sem FP entre as quatro areas (N=51), nas quais houve possibilidade de

obter a MC dos animais capturados. As tartarugas capturadas em UBA apresentaram o menor

valor mediano em comparagdo as demais. Também ndo houve diferenca (P=0,021) ao

comparar os animais acometidos (N=55) entre as trés areas de ocorréncia de FP (Figura 3.12).

Como ndo foi possivel determinar a MC dos espécimes estudados em FN, ndo ha

valores do ICC para os animais desta regiéo.
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Figura 3.12 — Boxplot do indice de condigdo corporal (ICC) de tartarugas verdes, com e sem fibropapilomatose
(FP), amostradas nas diferentes areas de estudo
Nota: FLO-Florianépolis/SC; UBA-Ubatuba/SP; VIT-Vitdria/ES e ALM-Almofala/CE
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3.3.3 Anédlise dos fibropapilomas

Foram quantificados e classificados 1.033 fibropapilomas de 50 animais. A anilise
destes dados, relacionando o nimero de tartarugas de acordo com a quantidade de tumores
classificados em categorias, demonstrou que 21 tartarugas tinham de um a dez fibropapilomas
e apenas um animal (capturado em ALM) apresentou 61 tumores (Figura 3.13). N&o foi
possivel fazer essa analise em seis animais mantidos no centro de reabilitacdo da base de

Ubatuba/SP, pois os tumores ja haviam sido removidos antes do dia da colheita de sangue.

204
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Ndmero de tartarugas

Figura 3.13 — NUmero de tartarugas verdes de acordo com quantidade de tumores

A frequéncia de tumores por regido anatdmica foi variada (Figura 3.14), sendo maior
na regido anterior com 669 tumores: soma da quantidade de tumores nos olhos (56), cabega
(3), regido cervical (103) e nadadeiras anteriores (507). Estes resultados indicaram que 64,8%
dos tumores concentravam-se na regido anterior, sendo que 75,8% estavam nas nadadeiras,
seguidos por 15,4% na regiéo cervical e 8,4% nos olhos, restando apenas 0,4% na cabeca. A
soma dos tumores na regido posterior, incluindo as nadadeiras (294) e a regido inguinal/cauda
(12), resultou em 306 tumores. Desta forma, registrou-se que 29,6% dos tumores
quantificados estavam na regido posterior e deste total 96,1% concentravam-se nas
nadadeiras. Também foram encontrados tumores no plastrdo (49) e em menor quantidade na
carapaca (9). Estes dados corroboram estudos realizados por Baptistotte (2007) que
quantificou 4.335 tumores em tartarugas verdes, dos quais 72,5% concentravam-se na regido

anterior do corpo (50,1% nas nadadeiras anteriores) e 25,2% na regido posterior.
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Figura 3.14 — Frequéncia de fibropapilomas por regido anatdmica
Nota: Reg. - regido; NAD - nadadeira anterior direita; NAE - nadadeira anterior esquerda; NPD - nadadeira
posterior direita e NDE - nadadeira posterior esquerda

Apenas 6% das tartarugas apresentaram tumores na cabeca, 8% na regido inguinal e
cauda e 16% na carapaca, sendo que os fibropapilomas nessas regides foram classificados
somente nos tipos A e B. Uma quantidade maior de animais apresentou tumores no plastrao
(34%), na regido cervical (56%), nos olhos direito (30%) e esquerdo (38%). A maioria tinha
tumores na nadadeira anterior direita (76%) e esquerda (84%) e 58% das tartarugas tinham
tumores nas nadadeiras posteriores direita e esquerda.

A quantidade de fibropapilomas por tartaruga variou de 1 a 61 (N=50), sendo que em
UBA houve variagdo entre 1 e 50 tumores (N=35). Estudos anteriores na mesma regido
revelaram variacdo entre 2 e 106 fibropapilomas por animal (N=27) (Rossi, 2007). As
nadadeiras concentraram a maior parte dos tumores e apenas trés animais apresentaram
fibropapilomas na cabeca e somente quatro na regido inguinal e cauda.

A maioria dos tumores quantificados foi classificada nas categorias de tamanho A
(446 tumores) e B (520 tumores) e em menor propor¢do nas categorias C (62 tumores) e D
(apenas 5 tumores). A escassez de tumores maiores (categoria D) e grande quantidade nas
categorias A e B também foi reportada por Baptistotte (2007).

As trés tartarugas verdes acometidas capturadas em ALM apresentaram tumores
classificados apenas nas categorias de tamanho A e B (Figura 3.15). Animais provenientes de
VIT (N=12) tinham tumores que foram classificados nas categorias A, B e C (Figura 3.16).

Das trinta e cinco tartarugas verdes presentes no CReab-UBA apenas trés tiveram
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fibropapilomas classificados na categoria D, sendo que dois destes apresentaram tumores nas

quatros classes de tamanho (Figura 3.17).
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Figura 3.15 — Numero de fibropapilomas por categoria de tamanho (A e B) de cada tartaruga capturada em
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Com relacdo ao indice da fibropapilomatose (FPI) que gera o grau de severidade da
doenca ou escore da fibropapilomatose (FPS), a maioria das tartarugas verdes amostradas foi
classificada em grau “leve” (FPS 1; N=34), catorze como grau “moderado” (FPS 2) e apenas
duas classificaram-se como “severo” (FPS 3), sendo ambas provenientes de Ubatuba.
Tartarugas ndo acometidas (N=77) foram classificadas com o algarismo “zero” (FPS 0),
indicando a auséncia da doenca.

A proposta de desenvolvimento de um escore da fibropapilomatose (FPS) se tornou
relevante, pois ao aplicarem-se propostas ja existentes na literatura verificou-se ndo
adequacao a situacao das tartarugas verdes acometidas e capturadas no Brasil. Entretanto, esta
proposta ainda estd em conclusdo e validacdo para possibilitar andlises mais concretas
considerando o estado de satde dos animais acometidos ou ndo. A validagdo de uma proposta
como esta permitird que seja aplicada em todo o pais.

Correlagbes entre FPS e CCC néo revelaram diferencas (N=127; P=0,202) (Figura
3.18). Também ndo houve diferenca nas correlagdes entre FPS e ICC (N=100; P=0,046)
(Figura 3.19).
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Como os dados de CCC e ICC, ao serem analisados de acordo com o FPS, nédo
revelaram diferencas, pdde-se pensar que ndo had uma relagdo direta entre o tamanho,
condigdo corporal e grau de severidade da doenca. O ICC mediano dos animais ndo

acometidos (FPS 0) foi menor que os classificados nos demais escores.
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3.4 Conclusoes

Os dados obtidos corroboraram com os ja existentes em literatura no Brasil e por isso
podem representar uma tendéncia populacional regional, especialmente com relagdo a
distribuicdo dos tumores nas tartarugas. O ICC revelou informagdes objetivas sobre o estado
fisico do animal, tornando-se mais relevante que utilizar apenas a massa corporal. A proposta
de definicdo de escores para determinar o grau de severidade da doenca pode contribuir para
uma melhor compreensdo do desenvolvimento da doenga, possibilitando correlagdes com
outros dados (hematoldgicos, imunoldgicos, genéticos, toxicoldgicos). Estudos sobre espécies
que apresentam frequentes deslocamentos, longas migrages, maturidade sexual tardia e
longevidade, como é o caso das tartarugas verdes, devem ser sempre considerados para
manterem o fluxo de informagdes sobre sua historia natural. Desta forma, possibilitam

avancos no plano de agéo para sua conservagao.
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Anexos
Anexo A
Categorias de tamanho
Localizagdo anatomica A1 B(lcm<FP< | C(4cm<FP<10 | D(>10
cm) 4 cm) cm) cm)
Olho direito

Olho esquerdo

Escamas corneas da cabega
Regido cervical

Carapaga

Plastrdo

Nadadeira anterior direita
(NAD) e pele adjacente
Nadadeira anterior esquerda
(NAE) e pele adjacente
Nadadeira posterior direita
(NPD) e pele adjacente
Nadadeira posterior esquerda
(NPE) e pele adjacente

Regido inguinal e cauda

Quadro 1 - Localizacdo anatdmica dos fibropapilomas e as categorias de tamanho



Anexo B

Tabela 1 — Comprimentos curvilineo e retilineo da carapaca das tartarugas verdes sem tumor
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Tartarugas Local CCC (cm) CRC (cm) Tartarugas Local CCC(cm) CRC (cm)
T14 UBA 27,5 24,3 T66 VIT 42,1 38,4
T30 UBA 30 26,7 T61 VIT 42,4 38,7
T31 UBA 30 26,7 T88 FN 43,6 39,8
T23 UBA 30,5 27,2 T124 UBA 45,0 41,2
T51 UBA 32,3 28,9 T50 ALM 45,9 42,0
T32 UBA 32,8 29,4 T18 ALM 46,5 42,6
T13 UBA 33 29,6 T71 VIT 47,2 43,3

T125 UBA 33,2 29,8 T76 FLO 47,3 43,4
T62 VIT 33,3 29,9 T44 ALM 47,8 43,9
T34 UBA 34,3 30,9 T47 ALM 49,1 45,1
T60 VIT 34,4 30,9 T79 FN 49,5 45,5

T105 UBA 34,8 31,3 5 UBA 51,5 47,5

T106 UBA 35 31,5 T87 FN 55 50,8
T65 VIT 35,4 31,9 T90 FN 55 50,8
T37 UBA 35,5 32,0 T84 FN 61,3 56,9
T6 UBA 35,7 32,2 T93 FN 63 58,5
T63 VIT 35,7 32,2 T82 FN 66,7 62,1
T28 UBA 36 32,5 T81 FN 66,8 62,2
T69 VIT 36,2 32,7 T133 FN 67 62,4

T126 UBA 36,5 33,0 T94 UBA 67,6 63,0
T41 ALM 36,5 33,0 T135 FN 69,5 64,8
T59 VIT 37 33,5 T92 FN 70,5 65,8
T70 VIT 37 33,5 T129 FN 71,4 66,7
T68 VIT 37,4 33,8 T131 FN 71,5 66,7
T29 UBA 37,5 33,9 T127 FN 72,5 67,7
T75 FLO 37,5 33,9 T132 FN 72,9 68,1
T43 ALM 37,6 34,0 T83 FN 73,5 68,7
T67 VIT 37,6 34,0 T128 FN 74 69,2
T45 ALM 37,7 34,1 T91 FN 76,5 71,6
T16 ALM 37,9 34,3 T134 FN 77,1 72,2
T24 UBA 38,5 34,9 T86 FN 78,1 73,1
T1 UBA 39 35,4 T89 FN 79,5 74,5
T56 UBA 39 35,4 T78 FN 80 75,0
T33 UBA 39,5 35,9 T80 FN 80,5 75,4
T11 UBA 39,8 36,2 T38 UBA 81,3 76,2
T49 ALM 39,9 36,3 T85 FN 82,5 77,4
T74 FLO 41,1 37,4 T130 FN 83,3 78,1
T64 VIT 41,8 38,1 T77 FN 101 95,2
T104 UBA 41,9 38,2

Média e desvio padrdo (CCC) 50,2 +17,9 Média e desvio padrdo (CRC) 46,2 + 17,3

Nota: FLO=Florian6polis, UBA=Ubatuba, VIT=Vitoria, ALM=Almofala e FN=Fernando de Noronha

CCC: Comprimento curvilineo da carapaca; CRC: Comprimento retilineo da carapaca
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Tabela 2 — Comprimentos curvilineo e retilineo da carapaca das tartarugas verdes com tumor

Tartarugas Local CCC (cm) CRC (cm) | Tartarugas Local CCC (cm) CRC (cm)

T112 VIT 31 27,7 T7 UBA 40,3 36,6
T52 UBA 31,5 28,2 T109 VIT 40,7 37,0
T108 UBA 333 29,9 T21 UBA 41 37,3
T116 VIT 33,8 30,4 T107 UBA 41 37,3
T22 UBA 34 30,6 T122 UBA 41 37,3
T54 UBA 34 30,6 T17 ALM 41,2 37,5
T20 UBA 34,2 30,8 T113 VIT 41,6 37,9
T99 UBA 34,4 30,9 T2 UBA 42,1 38,4
T40 UBA 34,5 31,0 T4 UBA 43 39,2
T53 UBA 34,5 31,0 T19 UBA 43 39,2
T97 UBA 35,5 32,0 T10 UBA 43,6 39,8
T118 UBA 35,8 32,3 T8 UBA 44 40,2

T9 UBA 36,5 33,0 T26 UBA 44 40,2
T15 UBA 36,5 33,0 T42 ALM 44 40,2
T121 UBA 36,6 33,1 T58 VIT 45,3 41,5
T25 UBA 37 33,5 T110 VIT 45,9 42,0
T98 UBA 37 33,5 T55 UBA 46 42,1
T100 UBA 37 33,5 T115 VIT 47,5 43,6
T119 UBA 37,0 33,5 T102 UBA 47,7 43,8
T120 UBA 37,0 33,5 T3 UBA 49 45,0
T72 VIT 37,3 33,7 T35 UBA 49,5 45,5
T123 UBA 37,5 33,9 T111 VIT 51 47,0
T103 UBA 38,3 34,7 T39 UBA 57,5 53,2
T12 UBA 38,5 34,9 T96 UBA 57,8 53,5
T57 VIT 38,6 35,0 T36 UBA 59 54,7
T101 UBA 39,5 35,9 T95 UBA 59,5 55,2
T73 VIT 39,7 36,1 T27 UBA 62 57,6
T114 VIT 39,9 36,3 T46 ALM 64,7 60,2

Média e(((j:eé\g)o padréo 418479 Média e(((i:eRS\g)o padréo 381476

Nota: UBA=Ubatuba, VIT=Vitéria e ALM=Almofala
CCC: Comprimento curvilineo da carapaga; CRC: Comprimento retilineo da carapaga
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4 ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO DA ATIVIDADE DE LEUCOCITOS DE
Chelonia mydas (TESTUDINES, CHELONIIDAE) (LINNAEUS 1758) COM E SEM
FIBROPAPILOMATOSE

Resumo

Chelonia mydas é uma espécie de tartaruga marinha que se alimenta em diversas areas
da costa brasileira, nas quais encontra uma variedade de plantas aquéticas e algas que séo a
base da sua dieta alimentar. A espécie tem sido acometida pela fibropapilomatose (FP),
doenca cuja causa € considerada multifatorial (Chelonid Fibropapilloma-associated
Herpesvirus, fatores ambientais e genéticos). Desta forma, a andlise da atividade dos
leucdcitos torna-se importante para uma melhor compreensdo da imunossupressao ocasionada
pela FP. Foram analisadas 49 amostras sanguineas (33 de tartarugas com FP) colhidas de
espécimes capturados na regido de Ubatuba/SP. Os parametros hematol6gicos foram
analisados como apoio aos resultados da atividade celular. Foram obtidos dados biométricos
das tartarugas: comprimento curvilineo da carapaga (CCC), massa corporal (MC) e indice de
condigéo corporal (ICC); tamanho (classificagdo em categorias A, B, C e D), quantidade e
localizagdo anatémica dos tumores, os quais foram utilizados para o desenvolvimento de
escores da FP (FPS). Os objetivos do trabalho foram (1) avaliar a atividade dos leucdcitos por
citometria de fluxo, através da analise da fagocitose induzida por Zymosan A e do burst
oxidativo induzido por miristato-acetato de forbol (PMA); (2) estabelecer correlagdes entre a
atividade celular e os dados biométricos; (3) estabelecer correlacbes entre a atividade celular e
FPS propostos (leve, moderado e severo). Os resultados dos linfocitos (Lin), mondcitos
(Mon) e granulécitos (Gran) indicou que houve diferenca entre os grupos controle e
estimulado somente na andlise da fagocitose (resultados da analise da média de intensidade de
fluorescéncia-MIF). Ndo houve diferencas entre animais com e sem FP nas andlises da
citometria de fluxo, dos parametros hematoldgicos e de acordo com o FPS. No entanto, 0s
nimeros medianos de Mon e Lin foram maiores nas tartarugas classificadas no escore leve,
dos heterofilos (Het) foi maior nos animais contidos no escore severo e a proporcdo mediana
Het/Lin foi maior nas tartarugas ndo acometidas. J& na avaliagdo do burst oxidativo,
observou-se que os Lym dos espécimes classificados no escore “leve” tiveram MIF mediana
maior que os demais (moderado e severo) e 0os Mon das tartarugas verdes classificadas no
escore “moderado” apresentaram MIF mediana maior em comparagdo com 0S outros grupos
(leve e severo). Estes resultados podem fornecer informagdes sobre o status de salde das
tartarugas verdes e como os leucécitos podem reagir diante da FP. A citometria de fluxo é
uma ferramenta que pode trazer conhecimento e habilidades contribuindo para questdes
relacionadas a Biologia e Medicina da Conservagao.

Palavras-chave: Tartaruga verde; Fibropapiloma; Leucdcitos; Fagocitose; Burst oxidativo

Abstract

Chelonia mydas is a marine turtle that feeds in many areas of Brazilian coast where
finds a variety of algae and aquatic plants, which are the base of its diet. This species has been
affected by fibropapillomatosis (FP), disease whose cause is considered multifactorial (the
Chelonid Fibropapilloma-associated Herpesvirus, environmental and genetic factors). Thus,
the analysis of leucocytes activity becomes important for a better understanding about
immunosuppression caused by FP. Were analyzed 49 blood samples (33 of affected turtles)
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took from specimens caught in the Ubatuba/SP region. The hematological parameters were
analyzed as a support for the results about leucocytes activity. Biometric data were obtained:
curved carapace length (CCL), body mass (BM) and body condition index (BCI); size
(according categories A, B, C and D), numbers and anatomical distribution of tumors, which
was used to develop a new proposal for FP scores (FPS). The aims were (1) to asses
leucocytes activity by flow cytometry, through analyzes of phagocytosis stimulated by
Zymosan A and oxidative burst stimulated by phorbol miristate-acetate (PMA); (2) to
establish correlations between leucocytes activity and biometric data; (3) to establish
correlation between leucocytes activity and FPS proposed (mild, moderate and severe). The
results of lymphocytes (Lym), monocytes (Mon) and granulocytes (Gran) demonstrated
difference between the control and stimulated groups only for phagocytosis analysis (results
of mean fluorescence intensity -MFI). There were not differences between animals with and
without FP in flow cytometry and hematological analyzes and according FPS. However, the
median number of Mon and Lym were higher in green sea turtles classified as “mild”,
heterophils (Het) were higher in animals included as “severe” and the ratio Het/Lym revealed
higher values in non-affected turtles. About oxidative burst assessment, were observed that
Lym of specimens classified as “mild” had median MFI higher than others (moderate and
severe) and Mon of green sea turtles classified as “moderate” presented median MFI higher
comparing with other groups (mild and severe). These results can provide information about
health status of green sea turtles and how the leucocytes can react against FP. The flow
cytometry is a tool that can brings knowledge skills and contribute for Biology and Medicine
Conservation.

Keywords: Green sea turtle; Fibropapilloma; Leucocytes; Phagocytosis; Oxidative burst

4.1 Introducéo

A tartaruga verde (Chelonia mydas) apresenta distribui¢do circunglobal, sendo a
espécie de tartaruga marinha que apresenta habitos mais costeiros (HIRTH, 1997). Migram
através das areas de alimentacdo e nidificacdo, porém passam a maior parte de suas vidas em
pequenas areas alimentando-se de algas e plantas aquéticas (SPOTILA, 2004).

A doenca denominada fibropapilomatose € uma importante ameaca a tartaruga verde
(MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011) sendo considerada debilitante e fatal (AGUIRRE
et al., 1998). E caracterizada por tumores cutaneos chamados fibropapilomas, que podem
interferir no deslocamento dos animais acometidos e comprometer sua alimentagdo
(ADNYANA,; LADDS; BLAIR, 1997). Os fibropapilomas podem se desenvolver em diversas
partes do corpo do animal e possuem diferentes coloragdes e tamanho (BAPTISTOTTE,
2007; ROSSI, 2007), sendo que as maiores formacdes podem estar ulceradas e necroéticas
(JACOBSON et al., 1989).

Estudos sobre sequéncias génicas obtidas de fibropapilomas indicaram o
alfaherpesvirus denominado C-FP-HV (Chelonid fibropapilloma-associated herpesvirus)
como agente etioldgico (LACKOVICH et al., 1999; ENE et al., 2005; WORK et al., 2009).



93

No entanto, hd um consenso de que a etiologia seja multifatorial (JACOBSON et al., 1991;
ADNYANA,; LADDS; BLAIR, 1997; AGUIRRE et al., 1998).

A imunidade natural confere a primeira linha de defesa através da atividade fagocitica
e resposta inflamatdria e a imunidade adquirida envolve os linfécitos B, cujas respostas séo
desencadeadas quando h4 substéncias estranhas no organismo (AZEVEDO; CHASIN, 2004).
Em vertebrados ectotérmicos, o sistema imune inato € um componente crucial para a prote¢éo
contra infecBes microbianas, sendo a fagocitose um importante constituinte (KUMAR, 2011)
e uma importante ferramenta de defesa celular (KWIATKOWSKA; SOBOTA 1999 apud
ZIMMERMAN et al., 2010).

Organismos aerdbios tém um sistema de defesa antioxidante responsavel por prevenir,
neutralizar ou reparar danos induzidos pelas espécies reativas de oxigénio ou EROs
(VALVIDIA et al., 2007) que séo importantes na resposta imunoldgica (LESSER, 2006 apud
LABRADA-MARTAGON et al., 2011).

Os macrofagos produzem EROs como produto de secrecdo de fagocitos ativados,
resultado de uma sequéncia de reacdes bioquimicas de alto consumo de oxigénio conhecidas
como burst oxidativo (SILVA, 2003) e os heterofilos também sdo reconhecidos por
exercerem atividade fagocitica e produzirem EROs (CAMPBELL, 2006).

Considerando a necessidade de se avaliar a atividade celular em tartarugas verdes
acometidas ou néo pela fibropapilomatose, foram dedicados esforgos no desenvolvimento de
uma metodologia para obtencdo dos leucdcitos, aplicacdo dos estimulos, aquisi¢do e analise
utilizando o citdmetro de fluxo.

A citometria de fluxo foi utilizada, pois possibilita a utilizagdo de pequeno volume
sanguineo e permite mdltiplas possibilidades experimentais (AFFONSO, 2006),
discriminando populacdes celulares com velocidade e avaliando os resultados
quantitativamente (SILVA, 2003). Além disso, € um instrumento de monitoramento ambiental
que auxilia no delineamento de estratégias visando & conservagdo de quel6nios de vida livre
(GENOQY-PUERTO, 2008) e possibilita a aplicagdo dos estimulos in vitro para avaliagdo da

atividade celular.



94

4.2 Desenvolvimento

4.2.1 Obtencédo das amostras sanguineas

Os espécimes de Chelonia mydas foram capturados incidentalmente ou resgatados de
diversas formas, de acordo com o monitoramento realizado pelas equipes do Projeto Tamar-
ICMBiIo.

As capturas ocorreram em praias das cidades de Ubatuba/SP, Sdo Sebasti&do/SP e
Angra dos Reis/RJ e as tartarugas foram encaminhadas ao Centro de Reabilitagdo do Projeto
Tamar-1ICMBio da base de Ubatuba/SP (CReab-UBA).

Sendo assim, visando melhor organizagdo dos dados, todas as tartarugas foram
agrupadas em apenas uma cidade: Ubatuba (UBA) (Figura 4.1). Além disso, considerou-se o
local onde foram mantidas até o momento da soltura: CReab-UBA.

Para a obtencdo das amostras sanguineas foi necesséria apenas contencéo fisica das
tartarugas.

A puncéo venosa foi realizada no seio venoso cervical, tendo 0 0sso occipital como
referéncia para sua localizagdo (OWENS; RUIZ, 1980; SAMOUR et al.,, 1984; PAGE;
MAUTINO, 1990; GOTTDENKER; JACOBSON, 1995).

O local da puncéo foi devidamente desinfetado com alcool iodado e o volume de
sangue colhido, com agulha 30x7 mm, variou entre 2 mL e 3 mL (Figura 4.2). Segundo
Mader (1996), em geral os répteis suportam a colheita de um volume sanguineo

correspondente a 10% do volume total de sangue de seu corpo.

Figura 4.1 — Localizacdo de Ubatuba no litoral do Estado de Sdo Paulo: cidade onde se encontra a base do
Projeto TAMAR-ICMBIo (local de obtencdo das amostras sanguineas). Fonte: www.google.com
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Figura 4.2 — Colheita de amostra sanguinea. Foto: Angélica M. Sanchez-Sarmiento

Amostras de sangue também foram obtidas de Chelonia mydas que estavam na area de
quarentena do Aquério Municipal de Santos/SP (24°05°16.00’S 046°17°43.00”’W) e
encaminhadas para os testes iniciais de Sorting na citometria de fluxo.

O sangue obtido foi acondicionado em tubos devidamente identificados contendo
heparina sodica (Vacutainer®, Beckton-Dickinson, EUA), pois 0 EDTA causa hemélise em
amostras sanguineas de quelénios (MCARTHUR; WILKINSON; MEYER, 2004) por quelar o
célcio e outros metais. Uma aliquota foi separada logo apds a colheita, sem anticoagulante,
para confeccdo de extensbes sanguineas (utilizadas para a contagem diferencial de
leucdcitos). O tempo entre coleta e processamento do hemograma ndo ultrapassou 24 horas.

Apos a obtencdo do sangue, 1 mL de cada amostra foi acondicionada em tubos
contendo 1 mL de RPMI1640 (Gibco®, LifeTechnologies™, EUA) para a manutencéo da
viabilidade celular e posterior avaliacdo da atividade celular por citometria de fluxo.

O transporte foi feito sob refrigeracdo até os laboratérios do Departamento de
Patologia (VPT) da Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade
de S8o Paulo (USP) para o processamento das amostras. A analise da atividade celular foi
realizada no laboratério de Farmacologia e Toxicologia, e 0 hemograma no laboratorio de

Patologia Comparada de Animais Selvagens.
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4.2.2 Preparacdo das amostras para analise da atividade celular

4.2.2.1 Obtenc&o de leucécitos usando PercollTM

O Percoll™ (GE-Healthcare Bio-Sciences, Suécia) utilizado para a separacdo dos
leucdcitos foi preparado de acordo com Mufioz et al. (2009): 57% solugéo estoque de Percoll
(9:1; Percoll:Hanks 10x) e 43% solugdo de Hanks 1x (Gibco®, LifeTechnologies™, EUA).

A mistura sangue e RPMI1640 foi adicionada a 2 mL de Percoll 57% e em seguida
centrifugada por 5 minutos, 1280 g e 18°C. Os leucdcitos foram removidos e transferidos a
tubos contendo 10 mL de PBS 1x (phosphate-buffered saline). Nova centrifugacdo foi
realizada por 10 minutos, 300 g e 18°C com o objetivo de eliminar os residuos de Percoll. Ao
pellet resultante foi adicionado 1 mL de PBS e realizada a contagem dos leucécitos viaveis
utilizando Azul de Tripan (Sigma®) 1:9 (10 pL da amostra - 90 uL de Azul de Tripan). Para a

realizagdo dos estimulos é necessario que haja no minimo 95% de viabilidade celular.
4.2.2.2 Preparagdo das amostras para avaliagdo da fagocitose e burst oxidativo

As amostras, cujos leucdcitos estavam vidveis, foram ajustadas a uma concentracdo de
4 x 10° células/mL. Em seguida, foi organizada uma sequéncia de tubos para aquisicdo no

citbmetro:

» Tubo “A”: suspensdo de leucdcitos em PBS - Controle.

» Tubo “B”: suspensdo de leucocitos + Zymosan A (Saccharomyces cerevisiae Bio
Particles®, Alexa Fluor® 594 conjugate) para avaliagdo da fagocitose.

» Tubo “C”: suspensédo de leucdcitos + DCFH-DA para avaliagdo do metabolismo
basal.

» Tubo “D”: suspensdo de leucécitos + DCFH-DA + PMA (miristato-acetato de

forbol) - Estimulo quimico para avaliacdo do burst oxidativo.

A incubagdo das amostras foi realizada em temperatura ambiente por 50 minutos.

A interrupgdo dos estimulos foi feita com a adicdo de 2 mL de EDTA 3 mM gelado
seguida de centrifugacdo por 8 minutos, 300 g, 18°C. Ao pellet resultante foram adicionados
500 pL de PBS 1x.
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A aquisicdo no citbmetro ocorreu mediante os seguintes valores de calibragdo: 315
(SSC), 489 (FL1) e 566 (FL2) e Threshold ajustado para 617 (FSC), 52 (SSC, FI1 e FI2).

A A aquisicdo e analise foi realizada em citdmetro de fluxo modelo FACSCalibur™
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems®, San José, CA, U.S.), acoplado a um
computador Macintosh (G4) da Apple®. Os dados coletados foram analisados pelo software

CellQuest Pro (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e FlowJo (TreeStar).
4.2.3 Anélise de pardmetros hematoldgicos

Os resultados de pardmetros hematoldgicos foram utilizados para acrescentar
informagBes as analises da atividade celular, especialmente com relacdo a contagem total e

diferencial de leucdcitos.

4.2.3.1 Contagem total de hemécias (He) e de leucdcitos (Leu)

Foi utilizado diluente isotdnico Natt e Herrick (1952) e contagem em cémara de
Neubauer.

O célculo utilizado para obtengdo do numero de hemécias e de leucdcitos por
milimetro cubico foi realizado de acordo com as férmulas (1) e (2) respectivamente,

considerando que 200 refere-se a dilui¢do, 10 a altura da cAmara e 5 ou ¥4 & &rea contada.

n° de heméacias contadas x 200 x 10 x 5 Q)

n° de leucdcitos x 200 x 10 X Y4 2
4.2.3.2 Contagem diferencial de leucécitos

A coloragdo utilizada foi May-Griinwald-Giemsa Merck®, técnica de Rosenfeld
(1947).

A leitura foi realizada em microscopio optico na objetiva com aumento de 100x. Por
meio dessa contagem, foram avaliadas e quantificadas as seguintes células: heterdfilos,

eosinofilos, basofilos, linfocitos e mondcitos.
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4.2.3.3 Determinacéo do volume globular

O volume globular consiste no volume de hemécias da amostra sanguinea, estando
relacionado ao tamanho e nimero dos glébulos vermelhos.

As amostras foram colocadas em tubos capilares e submetidas a centrifugacéo por 5
minutos em 10.000 rpm. A determinacdo foi realizada através da leitura em cartdo de

hematdcrito.

4.2.3.4 Proteina plasmética total (Prot PI)

Apos a determinagdo do volume globular, o plasma contido no tubo capilar foi levado

ao refratdbmetro para a determinagéo da proteina plasmatica total.

4.2.3.5 Dosagem de hemoglobina (Hb)

A concentracdo de hemoglobina sanguinea foi realizada pelo método da
cianometahemoglobina.

Para realizar a determinacdo deste parametro foi utilizado um kit comercial da
empresa LABTEST Reagentes e leitura em analisador LABQUEST (LABTEST Diagnostica

Ltda). O analisador foi ajustado a 100% de transmissédo em 540 nm.

4.2.3.6 Volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média e concentracdo de

hemoglobina corpuscular média
Esses valores foram obtidos de acordo com os célculos:
» Volume Corpuscular Médio (VCM) = Ht x 10/He.
» Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) = Hb x 10/He.
» Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) = Hb x 100/Ht.

4.2.4 Proposta de utilizacdo de escores para definir o grau de severidade da doenca

O numero de fibropapilomas em cada categoria de tamanho foi usado para calcular o

indice de fibropapilomatose (FPI), aplicando um modelo estatistico utilizando essas categorias
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e uma pontuacéo para cada uma delas que originou a equacéo (3), na qual FP, é o nimero de

tumores em cada categoria de tamanho (ROSSI et al., 2012a e 2013a).

FP1 = (1 x FPa) + (2 x FPg) + (4 X FPc) + (8 x FPp) 3

Esse resultado permitiu classificar o grau de severidade da doenga ou escore da
fibropapilomatose (FPS — fibropapillomatosis score) em trés grupos: (1) “leve” (FPI < 50),
(2) “moderado” (50 < FPI < 100) e (3) “severo” (FPI > 100) (ROSSI et al., 2013a).

4.2.5 Anélises estatisticas

Utilizou-se o teste de normalidade D’Agostino & Pearson para as amostras avaliadas
pela citometria de fluxo. Os dados obtidos na avaliagdo da atividade celular foram divididos
em trés andlises: (1) Atividade celular (fagocitose e burst oxidativo), cujas amostras foram
analisadas pelo teste Kruskal-Wallis e Dunn’s post-test; (2) Analise do delta (para fagocitose
e burst oxidativo), cujos dados foram tratados pelo teste Mann-Whitney e (3) CorrelagGes
com os dados biométricos, com testes de Spearman e de Pearson.

Para os parametros hematoldgicos, aplicou-se o teste de normalidade Anderson-
Darling. Para os dados que apresentaram distribuicdo normal foi aplicado o teste 2-Sample-t e

para os demais (sem distribuicdo normal) utilizou-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitney.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Atividade celular

Mesmo considerando que a resposta imunoldgica de répteis € muito influenciada pelo
ambiente, podendo ser suprimida ou mesmo inibida por baixas temperaturas (CAMPBELL,
2006), os dados obtidos no presente estudo ndo foram analisados de acordo com estagdes do
ano e temperatura da 4gua nos tanques de reabilitagdo.

Das 55 amostras sanguineas obtidas e encaminhadas a citometria de fluxo (35 com FP
e 20 sem FP), quarenta e nove apresentaram resultados satisfatorios com relacéo a viabilidade
celular e aplicagdo dos estimulos (33 de tartarugas com FP). Sendo necessarios 95% de

viabilidade celular, em alguns experimentos ndo foi possivel analisar a fagocitose e o burst
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oxidativo das mesmas amostras devido ao numero de leucécitos insuficiente para a

concentragdo de 4x10° células/mL.
4.3.1.1 Intensidade de fluorescéncia

O citdmetro de fluxo separa as células de acordo com o tamanho (FSC - Forward
Scatter) e a granulosidade ou complexidade interna (SSC - Side Scatter).

A figura 4.3 apresenta as populacdes celulares obtidas com a utilizacdo do Percoll™:
R1 (Linfécitos-Lin), R2 (Mondcitos-Mon) e R3 (Granulécitos-Gran), cuja amostra ndo

recebeu estimulo (controle).

Figura 4.3 - Populagdes celulares: R1 (Lin), R2 (Mon) e R3 (Gran). Amostra controle (T119 C.001)

Inimeras tentativas de confirmagdo das populagdes celulares foram realizadas no
citbmetro BD FACSAria™ com amostras de tartarugas verdes mantidas no centro de
visitacdo do Projeto Tamar-ICMBio de Ubatuba/SP e no Aquério de Santos. O melhor
resultado permitiu a confirmagdo de R1 (88,33% de linfocitos, 10% de heterdfilos e 1% de
mondcitos). Entretanto, ndo foi conclusivo para R2 e R3 embora tenham sido observados
mondcitos e granuldcitos nas ldminas obtidas apds o sorting (Figura 4.4 A, B e C). Estudos
anteriores foram efetuados com o mesmo objetivo, porém foram conclusivos apenas para
linfécitos (ROSSI, 2007).
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(A) B) ©

Figura 4.4 — Populagdes celulares confirmadas pelo Sorting: (A): Linfécitos, (B): Mondcito (seta) e (C):
Heterdfilo. Coloracdo May-Griinwald-Giemsa, técnica de Rosenfeld (1947). Aumento 1000x.
Foto: Silmara Rossi

Nas analises sobre a fagocitose, constatou-se que nao houve diferenca entre a média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) das tartarugas com e sem tumores na analise das
populagdes celulares. No entanto, houve diferenga entre os grupos “controle” e “estimulado”
no caso das trés populagdes analisadas.

Atividade fagocitica de linfocitos B em répteis ja foram reportadas por Zimmerman et
al. (2010), fato ndo observado neste tipo celular de mamiferos. Os linfocitos das tartarugas
verdes amostradas apresentaram notavel resposta ao estimulo aplicado (Figura 4.5).
Entretanto, ndo foram utilizados marcadores celulares para determinar os tipos de linfdcitos

que apresentaram a resposta.

1500 kel 3 Controle
B Zymosan A

1000+

MIF

5004

Sem FP ComFP

Figura 4.5 - Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) da fagocitose realizada pelos linfocitos (R1). Sem FP:
N=11; Com FP: N=22; ** P < 0,01; *** P < 0,001
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De acordo com Cuesta e colaboradores (1999), a citotoxidade é o principal mecanismo
de defesa dos vertebrados contra infecgdes virais e tumores, sendo mediada por natural killer
(NK) em mamiferos ou células citotoxicas ndo especificas (NCC) em peixes teledsteos.

PAde-se perceber que 0s mondcitos responderam ao estimulo aplicado assim como foi
registrado em estudos anteriores com amostras de C. mydas (ROSSI, 2007; ROSSI et al.,
2009) e de Centropomus parallelus (robalo) (AFFONSO, 2006). Anélises anteriores de Rossi
et al. (2012b, 2013b) também ndo verificaram diferenca na atividade destas células ao

comparar C. mydas com e sem FP (Figura 4.6).

Figura 4.6 - Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) da fagocitose realizada pelos mondcitos (R2). Sem FP:
N=11; Com FP: N=23; *** P < (0,001

Os heterofilos foram as células encontradas em maior nimero nas extensdes
sanguineas e nas laminas preparadas ap6s a obtencdo dos leucdcitos com o Percoll™. Assim
como ocorreu na andlise de linfocitos e mondcitos, foi registrada diferenca entre os grupos

“controle” e “estimulado” (Figura 4.7).
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Figura 4.7 - Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) da fagocitose realizada pelos granuldcitos (R3). Sem
FP: N=9; Com FP: N=20; * P < 0,05; *** P < 0,001

Estudos envolvendo tentativas para designar a funcdo bactericida e fagocitica dos
heterofilos, provaram que estas células de Pelodiscus sinensis podem matar mais do que 60%
das bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli em 180 minutos (PAN; ZOU, 2000
apud ZHANG; GU; LI, 2011). Considerando que sua principal fungdo é a fagocitose e o
aumento significativo no nimero destas células em répteis costuma estar associado a doenga
inflamatdria ou lesdo tecidual, além de estresse (excesso de glicocorticoides), neoplasia e
leucemia heterofilica (CAMPBELL, 2006), os resultados deste estudo confirmaram a
principal atividade celular deste tipo de leucécito.

Com relagdo a avaliacdo do burst oxidativo, também constatou-se que ndo houve
diferenca entre a MIF das tartarugas com e sem tumores na andlise das populacdes celulares:
linfocitos (P=0,1282), mondcitos (P=0,0230) e granuldcitos (P=0,2847).

Embora o PMA seja considerado um bom indicador do metabolismo celular e
atividade bactericida (STOSIK et al., 2002), ndo foi encontrada diferenga entre o grupo
controle e 0 grupo estimulado por este composto, tanto para animais sem tumores quanto para
tartarugas acometidas de acordo com as andlises de linfocitos, mondcitos e granuldcitos

(Figuras 4.8, 4.9 e 4.10 respectivamente).
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Figura 4.8 - Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) do burst oxidativo realizado pelos linfocitos (R1). Sem
FP: N=6; Com FP: N=16

Figura 4.9 - Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) do burst oxidativo realizado pelos mondcitos (R2).
Sem FP: N=5; Com FP: N=13

Figura 4.10 - Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) do burst oxidativo realizado pelos granulécitos (R3).
Sem FP: N=4; Com FP: N=16

Affonso (2006) ao estudar a atividade do PMA para mensurar o burst oxidativo de
mondcitos e trombdcitos em amostras sanguineas de robalos encontrou resultados similares,
detectando um aumento da atividade fagocitica e a diminuigéo da capacidade de destruicdo de

um possivel agente invasor por meio da producédo de EROs.
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O fato de ndo ter sido registrada diferenca entre os grupos controle e estimulado
sugere algumas reflexdes: (1) o PMA pode ndo ser de fato o composto indicado para estimular
os leucdcitos de tartarugas verdes ou (2) o PMA utilizado pode ter sofrido uma possivel

degradacdo quimica antes dos experimentos.

4.3.1.2 Deltas da fagocitose e do burst oxidativo

O delta da atividade celular foi o resultado obtido pela subtracdo entre as MIFs do
estimulo e do controle. Este calculo gerou um valor para cada amostra analisada,
considerando as trés populagdes celulares avaliadas.

Apesar de ndo haver diferenga entre animais com e sem tumores na avaliagdo da
fagocitose e do burst oxidativo (Tabela 4.1), os deltas da MIF dos linfécitos, mondcitos e
granulécitos de animais acometidos foram maiores do que os das tartarugas sem tumores
(Figuras 4.11AeB,4.12AeBe4.13 AeB).

Tabela 4.1 — Valores de P para cada populagdo celular analisada na fagocitose e no burst oxidativo na
comparagdo entre tartarugas com e sem tumores

Atividade celular Populagdes celulares Valores de P
Linfécitos 0,3564
Fagocitose Mondécitos 0,2936
Granulécitos 0,7679
Linfécitos 0,8611
Burst oxidativo Mondécitos 0,0938
Granulécitos 0,5391

1500+

1000+ _I_

Delta MIF

500+

sem FP com FP

(A) (B)

Figura 4.11 — Delta da intensidade fluorescéncia (MIF) dos linfécitos. (A) Fagocitose e (B) Burst oxidativo
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(A) (B)

Figura 4.12 — Delta da intensidade fluorescéncia (MIF) dos mondcitos. (A) Fagocitose e (B) Burst oxidativo

(A) (B)

Figura 4.13 — Delta da intensidade fluorescéncia (MIF) dos granuldcitos. (A) Fagocitose e (B) Burst oxidativo

A analise entre deltas MIF de R1, R2 e R3 de tartarugas ndo acometidas ndo indicou
diferencas entre estas populagdes celulares (Figura 4.14). Entretanto, na avaliagdo das
amostras de animais com FP houve diferencas entre linfocitos e mondcitos e entre linfocitos e
granuldcitos na andlise do burst oxidativo e entre R1 e R3 e entre R2 e R3 na avalia¢do da
fagocitose (Figura 4.15).

Tanto nas amostras de tartarugas ndo acometidas quanto nas de animais com FP, foi

possivel notar que os linfocitos apresentaram MIF maior na fagocitose que no burst oxidativo.
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Figura 4.14 — Andlise comparativa entre os deltas da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de linfocitos
(R1), mondcitos (R2) e granulécitos (R3) de tartarugas sem tumores. (A): Burst oxidativo e (B)
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Figura 4.15 — Andlise comparativa entre os deltas da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de linfocitos
(R1), mondcitos (R2) e granulécitos (R3) de tartarugas com tumores. (A): Burst oxidativo e (B)
Fagocitose. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001

4.3.1.3 CorrelagBes entre dados biométricos e deltas da atividade celular

Os resultados do delta da MIF das atividades celulares foram correlacionados com o0s
dados biométricos: comprimento curvilineo da carapaga (CCC), massa corporal (MC) e indice
de condigdo corporal (ICC) (ANEXO A).

Estas correlagOes foram feitas para as amostras de animais acometidos e sem tumores
e foram realizadas pelo coeficiente de Spearman quando a distribuigdo dos dados néo foi

normal e de Pearson quando houve distribuicdo normal (Tabelas 4.2 e 4.3).
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Tabela 4.2 — Valores de r para cada populacéo celular analisada na fagocitose

Presenca ou Populagdes Valores de r
auséncia de FP celulares CCC MC ICC
Linfocitos -0,4182 -0,3661 0,2636
Sem FP Mondécitos 0,02727 0,1053 0,05098*
Granulécitos -0,35 -0,1765 0,4833
Linfocitos -0,1199 -0,3233 0,2189*
Com FP Mondécitos -0,2090 -0,1643 0,06552
Granulécitos -0,2018 -0,08692 0,2536
Nota: * Coeficiente de Pearson
FP: Fibropapilomatose
CCC: Comprimento curvilineo da carapacga
MC: Massa corporal
ICC: Indice de condicéo corporal
Tabela 4.3 — Valores de r para cada populacéo celular analisada no burst oxidativo
Presenca ou Populagdes Valores de r
auséncia de FP celulares CCC MC ICC
Linfécitos -0,08571 -0,1765 -0,6
Sem FP Mondécitos -0,3 -0,3162 -0,1
Granulécitos -0,4 -0,3162 -0,2
Linfocitos 0,03864 0,07270 0,1208
Com FP Mondécitos 0,6052 0,5580 -0,2025*
Granuldcitos 0,03395 0,008983 -0,2822*

Nota: * Coeficiente de Pearson
FP: Fibropapilomatose
CCC: Comprimento curvilineo da carapaca
MC: Massa corporal
ICC: indice de condigdo corporal

4.3.2 Parametros hematolégicos

Embora seja indicado considerar a influéncia de fatores como local anatdmico da
puncdo venosa, idade das tartarugas, mecanismo de termorregulacdo, sexo (MCARTHUR;
WILKINSON; MEYER, 2004), estado nutricional, condigdes ambientais, estacdo do ano e
temperatura ambiente, a abordagem dos pardmetros hematoldgicos foi utilizada apenas como
complemento aos resultados obtidos na andlise da atividade celular (especialmente a
contagem total e diferencial dos leucdcitos). Desta forma, estes pardmetros ndo foram
agrupados de acordo com a sazonalidade, o estado nutricional (dados ndo obtidos) e 0 sexo

das tartarugas estudadas (todas eram juvenis e ndo ha dimorfismo sexual externo nessa fase de

desenvolvimento).
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Cinquenta e oito amostras sanguineas foram destinadas a andlise dos pardmetros
hematoldgicos (23 de animais ndo acometidos e 35 de tartarugas com tumores). Devido aos
problemas com o transporte das amostras e com os equipamentos utilizados, algumas vezes
ndo foi possivel determinar todos os pardmetros de todas as amostras. A tabela 4.4 contém os
valores minimo, maximo, média e desvio padrdo, além do nimero de amostras de tartarugas

com e sem FP analisadas em cada parametro.

Tabela 4.4 — Valores dos parametros hematoldgicos analisados nas amostras de tartarugas com e sem
fibropapilomatose (FP)

Presenca ou N Média + Desvio

Parametros auséncia de FP Minimo Maximo padrao P
Sem FP 23 0,25 15 3,7+3,2
Hemécias (10°)/mm® 0,692
Com FP 34 0,165 8,3 34+23
Sem FP 23 1,5 20,5 8+47
Leucocitos (10%)/mm?* 0,095
Com FP 35 2 26 10,5 + 6,3
Sem FP 23 3 37 21+94 0.602
0, Il
Volume globular (%) ComFP 3% 45 35 20 +8,3
Sem FP 22 0,6 12,8 56+28 0.858
Hemoglobina (g/dL) ComFP 31 14 13,1 55+28 ’
Protefna plasmatica Sem FP 22 0.2 4.4 22%13 0.342
(g/dL) Com FP 35 0,2 4,6 25+1,2 ’

Cubas e Baptistotte (2007) reuniram dados indicando que o numero medio de
leucécitos de animais sem FP é menor (3.553,5 + 1.920,5/mm?®) do que o encontrado nas
analises das tartarugas verdes amostradas no presente estudo (8.000 + 4.700/mm?). Por outro
lado, o valor médio de referéncia para hemoglobina foi maior (10 + 2 g/dL) do que o obtido
(5,6 £ 2,8 g/dL). Entretanto, vale ressaltar que os dados da referéncia foram obtidos de
espécimes de C. mydas juvenis capturados em Fernando de Noronha/PE e os resultados deste
estudo foram obtidos de animais mantidos no CReab-UBA. Dessa forma, a diferenca de
resultados pode ser explicada pela disponibilidade de recursos alimentares em cada local
amostrado, idade, sexo, bem como atividades de deslocamento ou migragé&o.

Como os dados dos indices hematimétricos ndo tiveram distribuicdo normal, foram
analisados os valores minimo, méximo, mediana e quartis (Tabela 4.5), porém ndo foram

comparados com os valores de referéncia que registraram os valores medios.
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Tabela 4.5 — Valores dos indices hematimétricos analisados nas amostras de tartarugas com e sem
fibropapilomatose

« Presenca ou N .. . . ]
Parémetros auséncia de FP Minimo Méaximo  Mediana [Q1; Q3] P (W)
Sem FP 23 8,33 220 55,81 [40,38; 68]
VCM 0,4445 (714,5)
Com FP 34 6,43 181,25 50 [37,44; 69,14]
Sem FP 22 2 65,33 15,19 [12,34; 65,33]
HCM 0,8241 (595,5)
Com FP 30 2 48,75 13,53[9,49. 19,06]
Sem FP 22 18,21 36,67 26,45 [24,93; 29,78]
CHCM 0,7866 (578,5)
Com FP 31 23,2 43,33 26,9 [25; 30,91]

Né&o foram encontradas diferencas entre animais com e sem FP assim como ocorreu
nos estudos de Rossi (2007). Também ndo foi registrado aumento no nivel de proteinas
plasméticas nos animais acometidos assim como foi relatado por Zwarg e colaboradores
(2006).

As leituras das extensdes sanguineas permitiram uma adequada contagem diferencial
dos leucaocitos, sendo visualizados linfocitos, mondcitos, heterofilos e eosinéfilos. Apesar do
nimero mediano de mondcitos de animais acometidos ter sido maior que 0s de animais sem
FP, ndo houve diferenga entre estes grupos (P=0,7795; W=433,5) (Figura 4.16). O mesmo foi
observado nas contagens de linfécitos (P=0,1132; W=375) e eosinofilos (P=0,1115;
W=376,5) (Figuras 4.17 e 4.18 respectivamente). Por outro lado, o nimero mediano de
heteréfilos entre animais com e sem FP foi muito similar (6970 e 6400/mm? respectivamente)
(P=0,6079; W=423) (Figura 4.19).
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Figura 4.16 — Boxplot do niimero de monécitos (/mm?®) no sangue de tartarugas com e sem fibropapilomas (FP)
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Figura 4.17 — Boxplot do niimero de linfocitos (/mm®) no sangue de tartarugas com e sem fibropapilomas (FP)
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Figura 4.18 — Boxplot do niimero de eosinéfilos (/mm®) no sangue de tartarugas com e sem fibropapilomas (FP)

Algumas espécies de tartarugas marinhas podem ter até 20% de eosinofilos na

contagem diferencial (CAMPBELL, 2006). No caso dos espécimes de C. mydas amostrados,

este fato ndo foi observado e foram relatadas medianas de apenas 1% para tartarugas sem FP e

2% no caso dos animais acometidos.
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Figura 4.19 — Boxplot do niimero de heteréfilos (/mm?®) no sangue de tartarugas com e sem fibropapilomas (FP)

Os heterdfilos foram quantificados em maior nimero (73% no caso das tartarugas com
FP e 80% no caso das ndo acometidas). Estes resultados corroboram com estudos de Rossi
(2007) ao analisar amostras sanguineas de 47 tartarugas verdes capturadas em Ubatuba/SP.
Por outro lado, estudos no Havai sobre morfologia e citoquimica de células sanguineas de
Chelonia mydas clinicamente normais, imaturas, em boa condicdo fisica e sem
fibropapilomas, indicaram cinco tipos de leucdcitos: linfocitos, mondcitos, heterofilos,
basofilos e eosindfilos. Assim como ocorre em muitos répteis terrestres e marinhos, 0s
linfécitos foram os mais numerosos no sangue das tartarugas verdes (WORK et al., 1998).

Os numeros medianos de mondcitos, linfocitos e eosindfilos foram maiores nos
animais com FP do que nos ndo acometidos. A heterofilia e monocitose ocorrem em
tartarugas verdes acometidas pela FP e isso pode ocorrer porque mondcitos e heterdfilos
geralmente respondem juntos aos eventos fagociticos (WORK; BALAZS, 1999; JOYNER et
al., 2006).

Também foi analisada a razdo heteréfilos/linfocitos que ja foi descrita para avaliagéo
de estresse em frangos (GROSS; SEIGEL, 1983), doengas em tartarugas marinhas
(AGUIRRE et al., 1995) e tem sido aplicada por outros pesquisadores. Embora tenha sido
observado um valor mediano menor para animais acometidos (4,353) em comparagdo com 0s
que ndo apresentavam a doenca (9,111), ndo houve diferenga entre os animais estudados
(P=0,0725; W=527,5) (Figura 4.20).
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Figura 4.20 — Boxplot do da razédo linfécitos/ heteréfilos de tartarugas com e sem fibropapilomas (FP)

4.3.3 Grau de severidade da doenca e sua auséncia

Foram realizadas andlises entre o grau de severidade da doenga e (1) dados
biométricos, (2) pardmetros analisados no hemograma e (3) delta MIF da atividade celular.
Estes testes foram importantes para uma melhor avaliagdo dos parametros analisados de
acordo com o FPS.

As anélises foram realizadas mesmo considerando o nimero reduzido de tartarugas
classificadas no escore 3 (apenas 2 animais). A tabela 4.6 contém o nimero de tartarugas

analisadas nos diferentes parametros de acordo com o FPS e sua auséncia.
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Tabela 4.6 — Numero de tartarugas verdes em cada escore de severidade da fibropapilomatose (FPS) e os
parametros analisados

NuUmero de tartarugas de acordo com o FPS e sua auséncia

Parametros 0 1 > 3
CCC (cm) 23 12 12 2
MC (kg) 23 12 12 2
ICC 23 12 12 2
Volume globular 23 12 12 2
Hemacias (He) 23 11 12 2
Leucocitos (Leu) 23 12 12 2
Hemoglobina (Hb) 23 11 12 2
Proteina plasmatica (Prot pl) 22 12 12 2
Linfocitos (Lin) 17 12 10 2
Monacitos (Mon) 17 12 10 2
Heterdfilos (Het) 17 12 10 2
Eosindfilos (Eos) 17 12 10 2
Delta MIF fagocitose de R1 11 11 10
Delta MIF fagocitose de R2 11 12 10
Delta MIF fagocitose de R3 9 10 8
Delta MIF burst oxidativo de R1 6 6 6
Delta MIF burst oxidativo de R2 5 5 5
Delta MIF burst oxidativo de R3 4 6 6

Nota: FPS: escore da fibropapilomatose, sendo 0 (auséncia de FP), 1 (leve), 2 (moderado) e 3 (severo).
.... Valor numérico nulo

Embora o teste estatistico ndo tenha indicado diferenca na analise entre os valores
biométricos e o FPS e sua auséncia, as tartarugas classificadas no escore moderado tiveram
CCC mediano maior que as demais (43,5 cm). Por outro lado, animais classificados no grau
severo (FPS 3) apresentaram ICC mediano maior que as dos outros grupos (1,58) (Figura 4.21
A, Be(C).
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Figura 4.21 — Boxplot dos valores biométricos de acordo com os escores de fibropapilomatose (FPS) e
sua auséncia. (A) Comprimento curvilineo da carapaca, (B) Massa corporal e (C) indice
de condicao corporal

Nota: CCC: Comprimento curvilineo da carapaca; MC: Massa corporal; ICC: indice de condigéo
corporal FPS: escore da fibropapilomatose

115



116

Apesar da proposta FPS ainda estar em desenvolvimento, as andlises revelaram
resultados interessantes. POde-se destacar que as tartarugas classificadas no escore moderado
tiveram CCC mediano maior que as demais e que os animais classificados no grau severo
apresentaram ICC mediano maior que dos demais grupos.

Também ndo houve diferenca entre os animais classificados nos escores 0, 1 e 2 na
analise dos linfocitos (P=0,375), mondcitos (P=0,572) e granuldcitos (P=592) (Figuras 4.22A,
4.23A e 4.24A respectivamente). Entretanto, os nimeros medianos de mondcitos e de
linfocitos foram maiores nas tartarugas classificadas no escore 1, dos heterdfilos foi maior nos
animais contidos no escore 3 e a raz8o mediana heterofilo:linfécito foi maior nas tartarugas
ndo acometidas (ANEXO B).

Ao se analisar o burst oxidativo dos linfécitos observou-se que 0s animais
classificados no escore 1 tiveram MIF mediana maior que os demais (Figura 4.22B), embora
ndo haja diferenca (P=0,738). Por outro lado, a andlise do burst oxidativo dos mondcitos
indicou que tartarugas classificadas no escore 2 apresentaram MIF mediana maior que as
demais (Figura 4.23B; P=0,065). Também ndo houve diferencga entre os animais classificados

nos escores 0, 1 e 2 na analise dos granuldcitos (Figura 4.24B; P=0,718).
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Figura 4.22 — Boxplot da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) dos linfécitos de acordo com os escores
de fibropapilomatose e sua auséncia (FPS). (A) Fagocitose e (B) Burst oxidativo
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Figura 4.23 — Boxplot da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) dos mondcitos de acordo com os escores
de fibropapilomatose e sua auséncia (FPS). (A) Fagocitose e (B) Burst oxidativo
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Figura 4.24 — Boxplot da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) dos granuldcitos de acordo com os
escores de fibropapilomatose e sua auséncia. (A) Fagocitose e (B) Burst oxidativo

4.4 Conclustes

O Percoll™ demonstrou ter sido eficaz na separagio dos mononucleares e
granuldcitos, permitindo a analises destes grupos celulares. Os leucdcitos responderam
melhor ao estimulo aplicado na avaliacdo da fagocitose do que na do burst oxidativo. A
proposta de escores da FP pdde ser analisada considerando os dados biométricos,
hematoldgicos e imunoldgicos, proporcionando avangos na compreensdo da doenga. A
citometria de fluxo é uma importante ferramenta aplicada na pesquisa cientifica,
possibilitando que os resultados adquiridos sejam adicionados a outros conhecimentos

contribuindo para questdes relacionadas a Biologia e Medicina da Conservag&o.
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AnNexos

Anexo A

1 CorrelagBes entre dados biométricos e delta MIF da fagocitose
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Figura 1 — Correlagdo entre CCC e delta MIF dos linfocitos. (A) C. mydas sem tumores (r = -0,4182); (B) C.
mydas com tumores (r = -0,1199)
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Figura 2 — Correlacédo entre CCC e delta MIF dos mondcitos. (A) C. mydas sem tumores (r = 0,02727) e (B) C.
mydas com tumores (r = -0,2090)
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Figura 3 — Correlagdo entre CCC e delta MIF dos granuldcitos. (A) C. mydas sem tumores (r = -0,35) e (B) C.
mydas com tumores (r = -0,2018)
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Figura 4 — Correlagdo entre MC e delta MIF dos linfocitos. (A) C. mydas sem tumores (r = -0,3661) e (B) C.
mydas com tumores (r = -0,3233)
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Figura 5 — Correlagdo entre MC e delta MIF dos mondcitos. (A) C. mydas sem tumores (r = 0,1053) e (B) C.
mydas com tumores (r = -0,1643)
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Figura 6 — Correlacdo entre MC e delta MIF dos granuldcitos. (A) C. mydas sem tumores (r = -0,1765) e (B) C.
mydas com tumores (r = -0,08692)
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2 Correlagdes entre dados biométricos e burst oxidativo
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Figura 10 — Correlagdo entre CCC e delta MIF dos linfocitos. (A) C. mydas sem tumores (r = -0,08571) e (B) C.
mydas com tumores (r = -0,03864)
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Figura 11 — Correlagdo entre CCC e delta MIF dos mondcitos. (A) C. mydas sem tumores (r = -0,3000) e (B) C.
mydas com tumores (r = 0,6052)
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Anexo B

Anélises entre parametros hematoldgicos e grau de severidade da FP

40-

w
T

N
?

Volume globular (%)

H
?

0-

T T T T
ausente leve moderado severo
PS

Figura 1 — Boxplot do volume globular de acordo com os escores de fibropapilomatose (FPS) e sua auséncia
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Figura 2 — Boxplot do nimero de hemécias (10°) de acordo com os escores de fibropapilomatose (FPS) e sua
auséncia
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Apéndice

SOLUCOES E REAGENTES

1 Lista de solucdes e reagentes utilizados

Metanol PA (Merck®);

Solugéo corante May-Griinwald (Merck®)-Giemsa;

Reagente Natt & Herrick;

Reagente de cor para hemoglobina (Labtest®™);

Meio de cultura RPMI11640 (Gibco®, LifeTechnologies™, EUA)
Phosphate-buffered saline (PBS);

Percoll™ (GE-Healthcare Bio-Sciences, Suécia)

Solucdo de Hanks 1x e 10x (Gibco®, LifeTechnologies™, EUA);
Azul de Tripan 0,4% (Sigma®);

Miristato-acetato de forbol (PMA) (Calbiochem®);

DCFH (2°7’ diclorofluorisceina) (Molecular Probes®);

Zymosan A (Saccharomyces cereviseae) BioParticles®, Alexa Fluor®594
conjugate;

EDTA 3mM (Sigma®, EUA).

2 Preparacéo das solugdes e reagentes

a) Reagente de cor para hemoglobina (Labtest®)
Reagente de cor do Kit Labtest®............c.covvvevveveosresreesessiessssseneeneeons 10 mL
H20 deStilada g.5.P. «.ooveeeeeieieiiiiet et e et e 1000 mL

b) Solugéo corante May-Griinwald (Merck®)-Giemsa (técnica de Rosenfeld)

GIBMSA M POttt et et e e et e e e et e e e e 097¢g

May-Grinwald M PO.......oeieeie e 0,53 ¢
Metanol PA (MErck®) G.S.p. vvuevereer e eeeeeeieeeee e 1000 mL
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c) Reagente Natt & Herrick

1O TR 3,88¢
N1 O S 2549
NAZHPO4 x L2H20 .ottt 291g
R 21O VT 0,25 g
FOrmaling (3790).....c.coeriie ettt s e et s 7,5mL
Y (L0 VAT (<] 24 = TR 0,10 g
H2O deStilagda g.5.P. «.ooverveeeeieie it 1000 mL

d) Phosphate-buffered saline (PBS)

e Solucéo estoque 10x (concentrada):

NazHPO4 X 12 HoO (METK®)......ooveeve oo 42,96 g
NazHPO4 X HaO (NUCIEAI®).......ocvoveeeeeeeeeses s 3609
NACI (LADSYNN®).....ooooeeeeeesee s 829
H20 desStilada g.5.P. «.ooveeeeeieieeiieee et et e 1000 mL

e Solucéo de uso 1x (diluida):
Solugdo PBS 10X (CONCENEIAAR)........cveveemeeeerieeeieie et e e e e 100 mL
H20 deStilada g.5.P. «.oovereeeeeieie it 1000 mL

e) Azul de Tripan 0,4% (Sigma®)
AZUL A TIIPAN. ..ttt et 49
HoO  dESHIlA0A. ... s 96 mL

f) Miristato-acetato de forbol (PMA) (Calbiochem®)

Obs.: Mantida congelada a -20° C e protegida da luz.

g) DCFH (Molecular Probes®) solugéo estoque 25 mM
DCFH-DA . ...ttt sttt s et e s 28,35 mg
ELANOI PA . .o b e e et s 2mL

++ Descongelar imediatamente antes do uso.
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h) Zymosan A (Saccharomyces cereviseae) BioParticles®, Alexa Fluor®594 conjugate:
Zymosan BioParticles®, Alexa FIuor®594 conjugate..............cccoeveveevereenrnnen. 2 mg

PBS 1x estéril 2mL

Obs.: Tanto a solugdo preparada quanto o reagente em pd foram mantidos em

temperatura de -18° C e protegidos da luz. A solucéo preparada foi acondicionada em
ependorfs contendo aliquotas de 20 pL cada.

i) EDTA 3mM (Sigma® USA)

Obs.: Mantido protegido da luz e sob refrigeracao.

j) Percoll™ com solucio de Hanks

A solucgdo estoque foi preparada com solugéo de Hanks 10x (9:1, Percoll:Hanks), no
volume desejado.

Depois, com a solucdo de Hanks 1x, ajustou-se a porcentagem (57%): 57% Solugéo
estoque — Percoll e 43% Solucéo Hanks 1x.
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5 ANALISE DE BIFENILAS POLICLORADAS EM AMOSTRAS SANGUINEAS DE
Chelonia mydas (TESTUDINES, CHELONIIDAE) (LINNAEUS 1758) CAPTURADAS EM
AREAS DE ALIMENTACAO E REPRODUCAO DO BRASIL

Resumo

A tartaruga verde (Chelonia mydas) pode ser encontrada ao longo da costa do Brasil,
em ilhas ou atdis. A fibropapilomatose (FP), doenca caracterizada por tumores cutaneos
benignos, € uma ameaca significativa para a conservagdo desta espécie e tem uma etiologia
complexa e multifatorial envolvendo o Chelonid Fibropapilloma-associated Herpesvirus e
fatores genéticos e ambientais. As bifenilas policloradas (PCBs) sdo consideradas poluentes
ambientais imunossupressores e carcinogénicos e devido a este fato, este estudo teve como
objetivo investigar a presenca de sete congéneres de PCBs (prioritarios pela legislacéo
europeia: PCBs 28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180) em amostras sanguineas de tartarugas com e
sem FP, usando cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons (GC-pECD). As
amostras sanguineas foram coletadas de 80 espécimes (59 sem FP e 21 com FP) capturadas
nas areas de alimentacdo: Ubatuba/SP (UBA) (N=14, das quais 6 tartarugas com FP),
Almofala/CE (ALM) (N=12, sendo 3 acometidas), Vitoria/ES (VIT) (N=25, sendo 12 com
FP) e Florianopolis/SC (FLO) (3 animais sem FP) e em uma &rea mista: Fernando de
Noronha/PE (FN) (26 ndo acometidas). Os congéneres foram extraidos de 1 mL de sangue
usando hexano e diclorometano (1:1), a purificacdo envolveu duas etapas: (1) precipitacdo de
proteinas com &cido sulfurico e (2) micro colunas com alumina e diclorometano como
eluente. Os extratos foram analisados com GC-UECD Agilent Technologies 7890A e a
separacdo cromatografica foi realizada em HP-5 (5% Fenil Metil Siloxano) coluna capilar (30
m x 0,320 mm i.d., espessura do filme 0,25 pum). A atuagdo analitica foi baseada na
Commission Decision 2002/657/EC por usar a abordagem de validagdo convencional. Devido
aos problemas encontrados durante o processo analitico, o congénere PCB 52 foi eliminado
das analises. Foi observada diferenga significativa nas concentra¢fes do congénere PCB 138
entre tartarugas com e sem FP capturadas em Vitoria. Animais acometidos tiveram maiores
concentracdes de todas as PCBs quantificadas, exceto as tartarugas verdes capturadas em
Vitéria no caso dos congéneres PCBs 118, 138, 153 e 180. PCB 138 foi quantificado em
maior concentragdo nas amostras e PCB 180 em niveis menores. Estes resultados demonstram
que tais PCBs estdo presentes no ecossistema marinho e as tartarugas verdes podem ser
afetadas. Além disso, PCBs podem representar um papel na etiologia multifatorial da FP e
influenciar na prevaléncia em deferentes areas. A anélise de PCBs em amostras sanguineas
fornece informagdes sobre uma possivel relacdo entre estes compostos e a saude das
tartarugas marinhas, além de trazer conhecimentos para estabelecer planos de agdo de
conservagéao.

Palavras-chave: Tartarugas verdes; Fibropapilomatose; Poluentes ambientais; Bifenilas
policloradas; Cromatografia gasosa

Abstract

The green sea turtle (Chelonia mydas) can be found along of Brazilian coast, oceanic
islands or atolls. The fibropapillomatosis (FP), disease characterized by benign skin tumors, is
a significant threat to the conservation of C. mydas that has a multifactorial and complex
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etiology involving the Chelonid Fibropapilloma-associated Herpesvirus, genetic and
environmental factors. Polychlorinated biphenyls (PCBs) are considered immunosuppressive
and carcinogenic environmental pollutants, thus, this study aimed to monitor seven congeners
of PCBs (priorities by European legislation: PCBs 28, 52, 101, 118, 138, 153 and 180) in
blood samples from turtles with and without FP, using gas chromatographic with micro-cell
electron capture detector (GC-uECD). Blood samples were collected from 80 specimens (59
non-affected and 21 with FP) caught in feeding areas: Ubatuba/SP (UBA) (n=14, of which 6
turtles with tumors), Almofala/CE (ALM) (n=12, of which 3 affected), Vitoria/ES (VIT)
(n=25, of which 12 with FP) and Florian6polis/SC (FLO) (3 turtles without tumors) and in
one nesting and feeding area: Fernando de Noronha/PE (FN) (26 non-affected specimens).
The PCBs were extracted from 1 mL of blood using hexane and dichloromethane (1:1), the
clean-up involved two phases: (1) protein precipitation using sulfuric acid and (2) alumina
column and dichloromethane as eluent. The extracts were analyzed with GC-UECD Agilent
Technologies 7890A and the chromatographic separation was performed on a HP-5 (5%
Phenyl Methyl Siloxane) capillary column (30 m x 0.320 mm i.d., 0.25 um film thickness).
The analytical performance was based in a Commission Decision 2002/657/EC by using the
conventional validation approach. Due problems found in the analytical process, the PCB 52
was eliminated of analysis. Was observed difference in PCB 138 concentrations between
green sea turtle with and without FP caught in Vitoria. Affected animals had higher
concentrations of all PCBs quantified, except green sea turtles caught in Vitdria in the event
of PCBs 118, 138, 153 and 180. Were quantified highest concentrations of PCB 138 and
lowest of PCB 180. These results demonstrate that PCBs are present in marine ecosystem and
green sea turtles can be affected. Furthermore, PCBs can represent a role in the multifactorial
etiology of FP and can affect its prevalence in different places. Analysis of PCBs in blood
samples can provide information about the possible relation between these compounds and
effects in health of sea turtles and brings knowledge skills in sea turtle conservation issues.

Keywords: Green sea turtles; Fibropapillomatosis; Environmental pollutants; Polychlorinated
biphenyls; Gas chromatography

5.1 Introducéo

A tartaruga verde (Chelonia mydas) possui distribuigdo circunglobal e é a espécie de
tartaruga marinha que apresenta habitos mais costeiros (HIRTH, 1997). Alimentam-se de
algas e vérias plantas aquaticas, mas podem também utilizar como recurso alimentar algumas
aguas-vivas, salpas e esponjas (SPOTILA, 2004).

As ameagas as tartarugas marinhas envolvem destruicdo de habitats; acdo antrdpica
nas praias de nidificacdo (BUGONI et al., 2001), derrames de petrdleo (WITHERINGTON,
2000) e outros tipos de poluicdo; atividades pesqueiras; alteragcbes climaticas;
desenvolvimento costeiro; patdgenos e consumo e uso de carapaga, carne e ovos (MAST et
al., 2005), além de doengas como a fibropapilomatose (MARCOVALDI et al., 2011).

A fibropapilomatose (FP) é caracterizada por tumores cutaneos benignos (ADNYANA

et al., 1997), cuja causa esta relacionada a um alfa-herpesvirus (ENE et al., 2005) e a fatores
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associados como o desenvolvimento demogréfico e as atividades industriais e agronémicas
(BALAZS, 1991; ADNYANA et al., 1997).

Quando as tartarugas verdes migram dos locais de alimentacdo oceénicos para as areas
costeiras, 0 habito alimentar muda de onivoro a herbivoro. Nos ambientes costeiros (maior
disponibilidade de alimento), h4 uma exposi¢cdo dos animais a uma maior concentracdo de
poluentes, que pode levar a um aumento da prevaléncia da doenca (BAPTISTOTTE, 2007).
Estudos tém sugerido que a causa da doenca estd dentro dos habitats de alimentacdo
(CHALOUPKA; BALAZS; WORK, 2009), pois tem sido verificado que a fibropapilomatose
(FP) ndo é evidente nesta espécie até que elas se desloquem do oceano aberto aos habitats de
desenvolvimento neriticos ou costeiros (ENE et al., 2005).

Bifenilas policloradas (PCBs) sdo compostos lipofilicos, assim como muitos outros
compostos organicos e, portanto, atravessam membranas celulares e associam-se aos lipideos
que as compdem (LANDRUM; FISHER, 1999 apud SOLLA, 2010). No sangue estes
compostos associam-se as lipoproteinas (MATTHEWS et al., 1987 apud BOLL et al., 1998) e
por isso este tecido pode ser considerado um bom indicativo de contaminagéo (van de Merwe
et al., 2010).

No Brasil, mais da metade da populacéo ocupa a faixa litoranea, onde é gerada parte
da producdo econOmica, submetendo o0s ecossistemas costeiros a cargas poluidoras
provenientes dos centros urbanos e de atividades industriais (MANGABEIRA, 2000). Em
Ubatuba/SP, os baixos indices de coleta e tratamento de esgoto domestico tornam estes
efluentes a principal fonte de poluigéo hidrica da regido (COMPANHIA AMBIENTAL DO
ESTADO DE SAO PAULO, 2003, 2009). Em Almofala/CE a baixa densidade demografica
gera um menor volume de esgoto doméstico, mas a economia local é baseada na
carcinicultura, atividade com potencial poluidor por metais como zinco e cobre (LACERDA
et al., 2004). A regido de Vitoria/ES com elevada densidade populacional, pode langar
efluentes domésticos e industriais que resultam em poluicdo na &rea de alimentacdo de C.
mydas entre a Ilha do Frade e o continente (SANTOS et al., 2011). Nestas trés localidades séo
encontradas tartarugas verdes com e sem FP.

Devido ao carater multifatorial da FP e de sua implicacdo para a conservagdo dos
queldnios, o estudo desenvolvido teve como objetivo monitorar sete congéneres de PCBs em
amostras sanguineas de tartarugas verdes capturadas em quatro &reas de alimentacdo

(costeiras) e em uma &rea mista (ilha).
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PCBs foram os compostos selecionados porque sdo considerados promotores de
tumores (YLITALO et al., 2005) e imunossupressores, sendo classificados como Poluentes

Organicos Persistentes (POPs).

5.2 Desenvolvimento

5.2.1 Tartarugas verdes estudadas e procedéncia

Foram utilizadas amostras de tartarugas verdes capturadas em quatro areas de
alimentacdo: Floriandpolis/SC (FLO), Ubatuba/SP (UBA), Vitoria/ES (VIT) e Almofala/CE
(ALM) e em uma éarea mista (alimentagdo e reproducdo): Fernando de Noronha/PE (FN)
(Figura 5.1).

Os métodos de captura empregados seguiram as atividades de monitoramento da
equipe do Projeto TAMAR-ICMBIo: cerco flutuante em FLO; encalhe, boiando, rede de
emalhe e cerco flutuante em UBA; tarrafa em VIT; curral em ALM; mergulho e

acompanhamento de desova em FN.

I e FIONANONONIS L [ L

Figura 5.1 — Areas de estudo. Mapa editado por Ralph E. T. Vanstreels
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5.2.2 Dados biométricos e classificacdo dos fibropapilomas

Foram anotados os seguintes dados biométricos: comprimento curvilineo da carapaga
(CCC), largura curvilinea da carapaca (LCC) e massa corporea (MC).

Os dados de CCC e MC foram usados para calcular o indice de condi¢do corporal
(ICC), um importante indicador que pode ser usado como parte da rotina de avaliagdo do
estado de salde das tartarugas verdes (SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2012a e 2013). O
valor do ICC foi obtido a partir do calculo: ICC = MC (kg)/CCC3.

Com relagcdo aos fibropapilomas, foram anotados dados como auséncia ou presenca
dos tumores visiveis, quantidade, tamanho e localizagdo anatdémica (Figura 5.2), de acordo
com estudos realizados por Sanchez-Sarmiento et al. (2012b) adaptando o protocolo usado
pelo Projeto TAMAR-ICMBIo. Além disso, os fibropapilomas foram classificados de acordo
com o tamanho, considerando as categorias de Work e Balazs (1999): A (<lcm), B
(1cm<FP<4cm), C (4cm<FP<10cm) e D (>10cm).

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

Figura 5.2 — Regifes anatdmicas definidas para a analise dos fibropapilomas. Figuras adaptadas de Pritchard e
Mortimer (2000) com edicao de Silmara Rossi, Ralph E. T. Vanstreels e Angélica M. S. Sarmiento

5.2.3 Colheita das amostras sanguineas

Para a obtencdo das amostras sanguineas foi necesséria apenas contengdo fisica das

tartarugas.
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A puncéo venosa foi realizada no seio venoso cervical, tendo o 0sso occipital como
referéncia para sua localizacdo (OWENS; RUIZ, 1980; SAMOUR et al.,, 1984; PAGE;
MAUTINO, 1990; GOTTDENKER; JACOBSON, 1995).

O local da puncéo foi devidamente desinfetado com alcool iodado e o volume de
sangue colhido, usando agulhas 30x7 mm e 40x1,20 mm (18G x 1 1/2"), variou entre 2 mL e
5mL (Figura 5.3), considerando que os répteis suportam a colheita de um volume sanguineo

correspondente a 10% do volume total de sangue de seu corpo (MADER, 1996).

Figura 5.3 — Colheita de amostra sanguinea. Foto: Lilian Mourao

As amostras sanguineas foram acondicionadas em tubos devidamente identificados
contendo heparina sédica (Vacutainer®, Beckton-Dickinson, EUA) e congeladas em
temperatura -18°C até o processamento das mesmas. A preparagdo das amostras para
monitoramento de PCBs foi realizada no Laboratério de Ecotoxicologia do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura (CENA) da Universidade de Séo Paulo (USP).

5.2.4 Atividade celular

Algumas amostras sanguineas obtidas das tartarugas verdes capturadas em UBA foram
encaminhadas para analise da fagocitose e do burst oxidativo dos leucdcitos. Estes resultados
foram usados nas correlagdes com as concentragdes de PCBs.

Um volume de 1 mL de sangue foi destinado para esta analise e foi transportado em

meio de cultura RPM11640 (Gibco®, LifeTechnologies™, EUA) (1:1).
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Os leucocitos foram obtidos usando Percoll™ (GE-Healthcare Bio-Sciences, Suécia)
de acordo com protocolo de Mufioz et al. (2009).
Em seguida as suspensbes celulares, cujos leucdcitos estavam vidveis, foram
submetidas aos estimulos:
1) Zymosan A (Saccharomyces cerevisiae Bio Particles®, Alexa Fluor® 594
conjugate): para avaliacdo da fagocitose.
2) PMA (miristato-acetato de forbol) e PCB mix solution 6 (nimeros 28, 52, 101,
138, 153 e 180) 10 ng/pL cada em isooctano OEKANAL®da Sigma-Aldrich-
Fluka®: estimulos quimicos para avalia¢do do burst oxidativo.
Todas as suspensdes foram ajustadas a uma concentragdo de 4 x 10° células/mL e
houve a necessidade de amostras usadas como “controle” (sem estimulo).
A incubacéo das amostras foi realizada em temperatura ambiente por 50 minutos e a
interrupgdo dos estimulos foi feita com EDTA 3 mM gelado.
A aquisicdo no citdmetro ocorreu mediante os seguintes valores de calibragdo: 315
(SSC), 489 (FL1) e 566 (FL2) e Threshold ajustado para 617 (FSC), 52 (SSC, FI1 e FI2).
A aquisicdo e analise foi realizada em citdmetro de fluxo modelo FACSCalibur™
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems®, San José, CA, U.S.). Os dados coletados
foram analisados pelo software CellQuest Pro (Becton Dickinson Immunocytometry

Systems).

5.2.5 Etapas para a analise de bifenilas policloradas por cromatografia gasosa
5.2.5.1 Cuidados analiticos

Todos os materiais utilizados durante os testes foram lavados com &gua corrente e
detergente comum, trés lavagens em agua deionizada seguidas de trés lavagens com n-
hexano. Os materiais foram mantidos em temperatura ambiente até a completa secagem para
sua utilizagdo.

5.2.5.2 Solugbes-padréao

Os compostos investigados foram os considerados prioritarios pela legislacdo europeia

(1992) (Quadro 5.1), cujos padrdes foram adquiridos da AccuStandard®. O congénere
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PCB153 é muito importante de ser monitorado por ser muito resistente ao metabolismo e
altamente bioacumulado (LAKE et al., 1994).

Congéneres Nomes segundo IUPAC Formula estrutural geral
PCB 28 2,4,4’ - triclorobifenil
PCB 52 2,2’,5,5’ - tetraclorobifenil
PCB 101 2,2°,4,5,5" - pentaclorobifenil 5 B 55 5
PCB 118 2,3’,4,4°,5 - pentaclorobifenil 44-
PCB 138 2,2°,34,4° 5 - hexaclorobifenil (Chn —% 5
PCB 153 2,2’,4.4’ 55" - hexaclorobifenil
PCB 180 2,2°,3,4,4°,5,5" heptaclorobifenil

Quadro 5.1 — Congéneres e nomes de acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry)

5.2.5.3 Validacao do método

As concentragOes usadas na curva analitica foram preparadas a partir dos padrdes de
cada congénere monitorado e ndo de uma mistura. Inicialmente foram preparados os sete
congéneres na concentracdo 0,5 mg mL™ usando o tolueno como dissolvente. Em seguida foi
preparada a mistura contendo os sete congéneres monitorados. A primeira concentragao
preparada foi de 5 pg mL™ e por diluicdo obteve-se 0,5 png mL™ (procedimento adotado para
evitar possiveis erros durante a preparacéo).

As curvas analiticas no solvente e na matriz foram realizadas com 7 concentragdes (7
pontos) denominadas de P1 a P7, tendo sido preparadas em triplicata (ANEXO).

A curva na matriz foi realizada com uma mistura de amostras sanguineas obtidas de
tartarugas verdes capturadas em Fernando de Noronha/PE. Esta deciséo foi tomada por ndo
existirem amostras certificadas da espécie estudada e por ndo se considerar conveniente
utilizar amostras certificadasde outras espécies de animais. A regido geogréfica foi escolhida
tendo como base o fato de ndo haver registro de FP nas tartarugas marinhas monitoradas
desde 1984, ano que marcou o inicio das atividades na ilha pelo Projeto TAMAR-ICMBio.

A determinagdo das curvas analiticas (no solvente e na matriz) foi a primeira etapa da
validacdo do método e optou-se considerar os tempos de retencdo (Tabela 5.1) e os dados
obtidos com os calculos da curva na matriz. Esta escolha foi mais conveniente considerando a

complexidade da matriz utilizada.
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Com base nas andlises da curva analitica e dos dados de recuperagdo, optou-se utilizar
o limite de quantificagdo (LQ) prético que representa o primeiro ponto da curva analitica

(0,0005 pg mL™ ou 0,5 ng mL™).

Tabela 5.1 — Congéneres analisados e tempos de retencgdo obtidos no método

R Curva no solvente Curva na matriz
Congéneres = -
Tempos de retencao (min)
PCB 28 7,301 7,303
PCB 52 7,728 7,696
PCB 101 9,117 9,120
PCB 118 10,509 10,512
PCB 138 11,100 11,103
PCB 153 11,988 11,992
PCB 180 14,674 14,674

Através da andlise da curva na matriz foram escolhidos dois pontos a serem usados
nos calculos da recuperagdo dos analitos, mais uma etapa essencial para a validacdo do
método empregado. Foram escolhidos os pontos P2 e P5 correspondentes as concentracdes
0,002 e 0,02 pg mL™ respectivamente, tendo sido realizadas sete repeticdes de cada uma.

O P7 que representa a maior concentragio (0,1 ug mL™) foi utilizado na analise de

repetitividade e reprodutividade. Foram utilizadas dez repeti¢des para os calculos finais.

5.2.5.4 Extragao

Antes de dar inicio ao processo de extracdo, as amostras sanguineas ficaram em

ultrassom por 20 minutos.

Os analitos foram extraidos de 1 mL de sangue total utilizando 5 mL de n-
hexano:diclorometano (1:1) e agitacdo manual durante 5 minutos. Esta etapa foi repetida mais
duas vezes e 0s sobrenadantes obtidos foram totalmente evaporados em fluxo de nitrogénio
(TurboVap). Apds a evaporagdo, foi adicionado 1 mL de n-hexano e breve passagem pelo

ultrassom (alguns segundos por amostra).
5.2.5.5 Purificagédo (Clean-up)

A purificagdo envolveu duas fases.
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1) Precipitagdo de proteinas com acido sulfurico concentrado (H,SO,): 0 extrato final em

n-hexano (1 mL) foi tratado com 0,5 mL de H,SO4, seguido de agitagio em Vortex®
durante 1 minuto e centrifugacdo por 10 min, 3000 rpm, 18°C. A fase organica foi
removida e separada para ser evaporada em fluxo de nitrogénio. Para a fase aquosa o
procedimento descrito anteriormente foi repetido mais duas vezes com 1 mL de

hexano (para “lavar” o &cido).

2) Micro-colunas contendo alumina (Al;O3) e diclorometano como eluente: a quantidade
de alumina utilizada correspondeu a uma altura de 3 cm da coluna. Antes da inclusdo
dos extratos, todas as colunas foram condicionadas por n-hexano. A eluigdo foi

realizada com 5 mL do eluente (Figura 5.4).

Figura 5.4 — Micro-colunas contendo alumina para a segunda etapa do clean-up. Foto: Silmara Rossi

Os extratos obtidos foram coletados em frascos, nos quais foi adicionado sulfato de
magnésio (quantidade referente a uma ponta de espatula), seguido de agitacdo manual e
repouso durante 30 minutos. Esses extratos foram, entdo, filtrados e mantidos em fluxo de
nitrogénio até a completa evaporagao.

Apo6s a evaporacdo, foi acrescentado 1 mL de tolueno e possiveis particulas

interferentes foram removidas em filtros Millipore de 0,45 pm.

5.2.5.6 Analise cromatogréfica

Os extratos foram analisados em um GC-UECD da Agilent Technologies 7890A
equipado com um injetor automatico Agilent Technologies 7683 Series. A injecéo foi feita no

modo pulsed-split utilizando 1 pL de cada extrato uma unica vez.
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A separacdo cromatografica foi realizada em coluna capilar HP-5 (5% Fenil Metil
Siloxano) (30 m x 0,320 mm i.d., 0,25 pm de espessura do filme).

O programa de aquecimento empregado iniciou-se em 100°C, sendo 30°C/min até
150°C, seguido de 20°C/min até 240°C, depois 10°C/min até 280°C resultando em 18
minutos de corrida analitica. O gas de arraste usado foi o nitrogénio e foi adotado o limite de
quantificacdo (LQ) prético (0,5 ng/mL).

A avaliacdo de desempenho analitico foi baseada em uma Decisdo 2002/657/CE da

Comisséo das Comunidades Europeias, usando a abordagem de validagdo convencional.

5.2.6 Analises estatisticas

Uma regressdo logistica nominal foi realizada para determinar a influéncia dos fatores
do histérico individual sobre a ocorréncia da fibropapilomatose. Para tal, foi definida como
varivel dependente a ocorréncia de FP (auséncia, presenca) a ser analisada em funcéo das
seguintes varidveis independentes: (1) localidade (FLO, UBA, VIT, ALM e FN), (2) CCC
(cm), (3) ICC e (4) o primeiro componente principal das concentra¢des de PCBs (PCpcg). O
teste Qui-Quadrado da razéo de verossimilhanca (Effect Likelihood Ratio Test) foi utilizado
para testar a significancia do efeito de cada varidvel independente.

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar o indice de fagocitose de
leucdcitos entre tartarugas com ou sem FP. A analise de regressdo linear foi utilizada para
avaliar a presenca de correlacdo entre o indice de fagocitose de leucécitos e 0 componente
principal das concentragdes de PCBs. O nivel de significancia foi 0,05 para todos os testes.

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste Anderson-Darling. Com relagéo aos
dados biométricos, o CCC foi considerado ndo paramétrico e o ICC paramétrico. As
concentracdes de PCBs ndo apresentaram normalidade. Desta forma, utilizou-se o 2-Sample-t
para os dados paramétricos e os testes Mann-Whitney e Kruskal-Wallis para os ndo
paramétricos.

A correlacio entre as concentracdes de PCBs (ng mL™) foi avaliada por anélise de
regressao linear. Na presenga de correlagdes significativas entre estas concentragdes, foi feita
uma andlise de componentes principais, sendo selecionados apenas 0s componentes com

Eigenvalue superior a 1 para anélises subsequentes.
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5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Tartarugas verdes e areas de captura

Foram obtidas amostras de 80 tartarugas verdes, sendo 59 sem FP e 21 acometidas
(Tabela 5.2). A ocorréncia da fibropapilomatose nas diferentes areas de estudo foi variavel,

considerando que em duas localidades ndo foram capturadas tartarugas verdes acometidas

(Tabela 5.3).

Tabela 5.2 — NUmero de tartarugas verdes, com e sem tumores, capturadas por area de coleta no periodo de

ago/2010 a abr/2013

Procedéncia NUmero de C. mydas NUmero de C. mydas Total
sem tumores com tumores
Ubatuba/SP 8 6 14
Almofala/CE 9 3 12
Efluente final da Arcelor

Mittal em Vitoria/ES 13 12 25
Floriandpolis/SC 3 - 3
Fernando de Noronha/PE 26 - 26
Total 59 21 80

As coletas em UBA foram realizadas no periodo de agosto/2010 a abril/2013,
resultando em 13 viagens. Foram efetuadas duas viagens para ALM (janeiro de 2011 e julho
de 2011). Em VIT a coleta foi realizada em setembro e outubro de 2011, em FLO em

novembro de 2011 e em FN nos meses de mar¢o/2012 e maio/2013.

Tabela 5.3 - Ocorréncia de fibropapilomatose em tartarugas verdes capturadas em diferentes localidades da costa

brasileira

Localidade Fibropapilomatose
Almofala/CE 25% (3/12)
Fernando de Noronha/RN 0% (0/26)
Vit6ria/ES 48% (12/25)
Ubatuba/SP 42,9% (6/14)
Floriandpolis/SC 0% (0/3)

Total

26,25% (21/80)
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Com relagdo ao método de captura, houve variacdo entre as areas de estudo
considerando as técnicas de monitoramento da equipe do Projeto TAMAR-ICMBio. A tabela
5.4 resume a distribuicdo do esforco amostral em funcdo da localidade e da estratégia de

captura.

Tabela 5.4 - Distribuicdo das tartarugas verdes amostradas em fungdo da localidade e da estratégia de captura

Areas de estudo

Métodos de captura
FLO UBA VIT ALM FN Total

Encalhe espontaneo - 1 - - - 1
Encontrado flutuando - 6 - - - 6
Cerco flutuante 3 2 - - - 5
Curral - - - 12 - 12
Rede de emalhe - 3 - - - 3
Tarrafa - - 25 - - 25
Captura em mergulho - - - - 25 25
Fémea em desova - - - - 1

Néo registrado - 2 - - -

Total 3 14 25 12 26 80

Nota: FLO: Florian6polis/SC; UBA: Ubatuba/SP; VIT: Vitoria/ES; ALM:
Almofala/CE; FN: Fernando de Noronha/PE
-2 Valor numérico nulo

A anélise de regressdo logistica nominal (modelo completo: ¥* = 12,84; df = 6; P =
0,046) revelou um efeito significativo da localidade (3° = 9,569; df = 3; P = 0,023), CCC (x* =
4,250; df = 1; P = 0,039) e ICC (X2 = 3,916; df = 1; P = 0,048) sobre a ocorréncia da
fibropapilomatose, ao contrario do primeiro componente principal (x> = 0,135, df = 1; P =
0,713).

A Tabela 5.5 compara as razdes de chance (RC) (Odds Ratio) e seus limites de intervalo
de 95% de confianca (ICgse,) de cada variavel independente. Dentre as localidades, apenas trés
comparagdes apresentaram razdes de chance significativamente diferentes de 1: ALM vs. VIT
(P =0,021), FLO vs. UBA (P = 0,043), FLO vs. VIT (P = 0,009).

Tabela 5.5 - Razdes de chance (por unidade) e seus limites de intervalo de 95% de confianca do efeito das
variaveis quantitativas independentes sobre a ocorréncia de fibropapilomatose

Variaveis independentes Razdes de chance [1Cgs0,]
Comprimento curvilineo da carapaga (cm) 0,92 [0.84 - 0,99]
indice de condigéo corporal 0,017 [0.0001 - 0,96]

Componente principal 1 (PCpcg 0,99 [0.97 - 1]
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5.3.2 Biometria e fibropapilomas

Todas as tartarugas estudadas eram juvenis, com excecdo de uma fémea adulta
encontrada durante oviposi¢ao na Praia do Ledo em FN.

Néo foi possivel obter a MC das tartarugas capturadas em FN e consequentemente 0s
valores de ICC para estes animais.

Os animais capturados em FN apresentaram comprimento curvilineo da carapaca
(CCC) mediano maior do que os das outras &reas de estudo (P=0). Com relagdo ao ICC, as

tartarugas com FP amostradas em UBA apresentaram maior valor mediano (Tabela 5.6).

Tabela 5.6 - Comprimento curvilineo da carapaga (CCC) e indice de condigdo corporal (ICC) de acordo com a
area de estudo

Areas NUmero de tartarugas CCC mediano [Q1; Q3] (cm) ICC mediano [Q1; Q3]
Florianépolis Sem FP 3 41,1 [37,5; 47,3] 1,23 [1,22; 1,28]
Sem FP 8 32,9[30; 37,1 ] 0,94 [0,72; 1,09]
Ubatuba
ComFP 6 45,9 [36,4; 58,9] 1,32[1,1; 1,42]
. Sem FP 13 37 [35,6; 42] 1,07[1; 1,13]
Vitoria
ComFP 12 40,3 [37,6; 45,8] 1,0310,93; 1,12]
Sem FP 9 40 [37,7; 47,2] 1,1[0,98; 1,24]
Almofala
ComFP 3 44 [41,2; 64,7] 1,11*
Fernando de Noronha Sem FP 26 72 [65,8; 78,5]

Nota: * Calculo obtido de duas tartarugas
.... Dado néo disponivel

O CCC e 0 ICC nao foram significativamente correlacionados (P = 0,320, R? = 0,01%).
As Figuras 5.5 e 5.6 representam boxplots de CCC e ICC respectivamente das

tartarugas verdes amostradas com e sem fibropapilomatose.
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Figura 5.5 - Boxplot do Comprimento Curvilineo de Carapaga (CCC) de tartarugas verdes amostradas, com e
sem fibropapilomatose (FP), em diferentes localidades na costa brasileira (A: Auséncia de FP; P:
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Figura 5.6 - Boxplot do indice de Condicdo Corporal (ICC) de tartarugas verdes amostradas, com e sem
fibropapilomatose (FP), em diferentes localidades na costa brasileira (A: Auséncia de FP; P:
Presenca de FP)
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5.3.3 Bifenilas policloradas

5.3.3.1 Validacao do método

Durante as analises dos cromatogramas foram observadas possiveis interferéncias no
tempo de retencdo correspondente ao congénere PCB 52. N&o tendo obtido um resultado bem
sucedido durante as tentativas de resolucdo para os problemas encontrados, optou-se por
eliminar este congénere das analises.

A recuperacéo dos analitos foi considerada dentro dos valores indicados pelo Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial - INMETRO (DOQ-CGCRE-
008, Reviséo 02 — JUNHO/2007) (Tabela 5.7).

Tabela 5.7 — Recuperagéo dos analitos considerando dois pontos da curva analitica (0,002 ¢ 0,02 pg mL™)

Recuperacio (%) nas concentracoes analisadas (ug mL™")
Coeficiente de
Variabilidade
0,002 0,02 0,002 0,02 0,002 0,02

Congéneres Média Desvio Padréo

PCB 28 108,99  108,8 13,17 1,96 12,08 18
PCB 101 119,93 9545 31,9 16,89 26,59 17,69
PCB 118 115,15 119,88 24,89 1,23 21,62 1,03
PCB 138 100,65 117,47 21,5 2,24 21,36 1,9
PCB 153 113,96 94,07 14,35 1,59 12,59 1,7
PCB 180 121,73 119,58 7,19 0,72 5,91 0,61

5.3.3.2 Analise das concentracfes dos congéneres

Os congéneres analisados foram detectados e quantificados em todas as amostras
sanguineas, com exce¢do para o PCB 118 ausente em duas amostras de tartarugas sem FP
capturadas em UBA e o PCB 180 ausente em duas amostras de animais provenientes de ALM
e trés de animais capturados em UBA (ndo acometidas). A tabela 5.8 contém as porcentagens
que representam concentragdes acima do LQ. SILVA (2009) detectou os 52 congéneres de
PCBs monitorados em 27 provenientes de individuos da espécie C. mydas capturados em
Ubatuba/SP. Foram analisadas amostras de figado, rins, tecidos adiposo e muscular.

A concentracdo de PCBs, bem como de outros poluentes analisados, também foi
quantificada em amostras sanguineas e de tecido adiposo de tartarugas cabegudas (Caretta

caretta) capturadas na Carolina do Norte (EUA). Além disso, foram observadas correlacoes
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significativas entre concentracdo dos poluentes e indicadores de fraqueza ou saude alterada
através da analise de pardmetros hematoldgicos, enziméticos e i6nicos (KELLER et al.,
2004). Concentragdes de PCBs também foram encontradas em amostras de figado, tecido
adiposo e musculo de espécimes de C. caretta capturados ao longo da costa norte do mar
Adriatico, entre Ravenna e Fano (CORSOLINI; AURIGI; FOCARDI, 2000).

Estudos de van de Merwe et al. (2010) encontraram correlagdes significativas entre
concentragdo de PCBs no sangue e em tecidos como figado, rins e tecido muscular. Estes
resultados revelaram que as amostras sanguineas podem ser consideradas um bom indicativo
de contaminacdo quimica nestes outros tecidos, além de proporcionar a estimativa de POPs e

metais pesados em animais Vivos.

Tabela 5.8 — Porcentagem de amostras que tiveram concentragdes acima do limite de quantificagdo

A PCB28 PCB101 PCB118 PCB138 PCB153 PCB180
reas
AC NAC AC NAC AC NAC AC NAC AC NAC AC NAC
FLO - 67% - 67% - 100% - 100% - 100% - 100%

UBA 100% 88% 50% 13% 100% 75% 100% 100% 100% 88% 100% 38%

VIT 100% 100% 100% 85% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

ALM 100% 89% 67% 78% 100% 100% 100% 100% 100% 89% 67% 78%
FN - 100% - 69% - 100% - 100% - 100% - 96%

Nota: -: Valor numérico nulo
FLO: Florian6polis/SC; UBA: Ubatuba/SP; VIT: Vitéria/ES; ALM: Almofala/CE; FN: Fernando de

Noronha/PE
AC: acometida; NAC: ndo acometida

Os resultados quantificados foram analisados de acordo com a éarea de captura,
considerando a auséncia ou presenca da FP. N&o foram encontradas diferencas nas
concentragdes dos congéneres PCBs 28, 101, 118, 153 e 180 entre animais acometidos ou ndo
de acordo com as éareas (Figuras 5.7 a 5.11). Entretanto, foi observada diferenca nas

concentracdes do PCB 138 entre tartarugas com e sem FP capturadas em VIT (Figura 5.12).
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Figura 5.7 — Boxplot da concentracdo do PCB 28 nas amostras sanguineas das tartarugas capturadas nas
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Figura 5.8 — Boxplot da concentracdo do PCB 101 nas amostras sanguineas das tartarugas capturadas nas
diferentes areas de estudo
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Figura 5.11 — Boxplot da concentracdo do PCB 180 nas amostras sanguineas das tartarugas capturadas nas
diferentes areas de estudo

200
—~
-
IS
o 150
~ x
Q
(2}
b
(] *
a
8
o 100
ug
O
©
; D
c
Q
o
c
Q
(&)

504
T T T T T T T T T T
com FP sem FP com FP sem FP comFP sem FP com FP sem FP comFP sem FP
FLO UBA VIT ALM FN

Figura 5.12 — Boxplot da concentracdo do PCB 138 nas amostras sanguineas das tartarugas capturadas nas
diferentes areas de estudo

Animais acometidos tiveram maiores concentracbes de todos 0s congéneres
quantificados, com excecédo para 0s PCBs 118, 138, 153 e 180 do caso dos animais capturados
em VIT. O PCB 138 foi quantificado em maior concentragdo nas amostras de tartarugas
verdes capturadas nas cinco regides amostradas. Por outro lado, o congénere quantificado em
menor concentragdo foi o PCB 180. Os congéneres PCBs 138, 153 e 180 foram destacados
por seus altos niveis em amostras de tecido adiposo e figado nos estudos de Manzano (2007).

PCBs 118, 138, 153, 180 e 195 foram as mais abundantes em amostras de figado, musculo e
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tecido adiposo de espécimes de C. caretta amostrados no mar Adriatico. Os congéneres PCBs
138, 153 e 180 representaram 55% dos residuos nos trés tecidos analisados (CORSOLINI;
AURIGI; FOCARDI, 2000). Andlise de 52 congéneres de PCBs em amostras de figado, rins,
tecidos adiposo e muscular esquelético indicou que os predominantes foram os PCBs 44, 52,
99, 101, 118, 132, 138 e 153 (SILVA, 2009).

Amostras de figado, rins, tecidos adiposo e muscular esquelético de espécimes de C.
mydas, L. olivacea e C. caretta foram utilizadas para o monitoramento de diversos
organoclorados (OCs), incluindo 20 congéneres de PCBs. Este estudo confirmou que a
concentragdo da XOCs foi maior no tecido adiposo, seguida pelo figado, rins e tecido
muscular (GARDNER, 2003).

Estudos de Manzano (2007) revelaram que os congéneres mais destacados no figado
das tartarugas marinhas necropsiadas e amostradas corresponderam ao grupo dos hepta e
hexaclorados junto com um representante de decaclorobifenila. Estes resultados também
foram encontrados em estudos anteriores que analisaram amostras de figado e tecido adiposo
e verificaram o seguinte padrdo de resultados: hexa > hepta > penta ~ octaclorados de
(CORSOLINI; AURIGI; FOCARDI, 2000). Silva (2009) ao classificar os PCBs em leves (1 a
4 atomos de cloro — CI), intermediarios (5 CI) e pesados (6 Cl a 10 ClI) verificou que os
compostos leves e intermediérios foram os predominantes nas amostras analisadas.

Silva (2009) ao comparar resultados de trabalhos realizados com diferentes espécies de
tartarugas marinhas notou a seguinte tendéncia de concentragdo: Lepidochelys olivacea > C.
carettta > C. mydas = Dermochelys coriacea. O monitoramento de organoclorados em figado
e tecido adiposo de tartarugas cabegudas amostradas no Mediterraneo e Atlantico revelou que
estes individuos apresentaram altas concentracdes de PCBs em todas as amostras mensuradas.
Além disso, a concentragéo em tecido adiposo destes animais foi maior do que as encontradas
em C. mydas capturadas no Mediterraneo e Dermochelys coriacea capturadas na costa
escocesa (MACKENZIE et al., 1999). Lake et al. (1994) ao analisar amostras de figado de
individuos juvenis da espécie L. kempii verificou que as concentracdes de PCBs e p,p’-DDE
foram maiores nesta espécie do que as encontradas em adultos de C. caretta e C. mydas
encontradas ao longo da costa da Florida nos estudos de McKim e Johnson (1983 apud
LAKE, 1994).

Correlagdes significativas ocorreram entre as concentragdes dos diferentes congéneres
de PCBs, conforme demonstrado na Tabela 5.9 e na Figura 5.13. SILVA (2009) prop0s que a
semelhanca na distribuicdo dos congéneres pode ocorrer como resultado da atividade

metabdlica das tartarugas marinhas.
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Tabela 5.9 - Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) entre as concentracdes de seis congéneres de PCBs em
tartarugas-verdes estudadas

PCB28 PCB101 PCB118 PCB138 PCB153
PCB101 0.489** - _ B ;
PCB118 0.507** 0.411** - - -
PCB138 0.732** 0.605** 0.735** - .
PCB153 0.480** 0.548** 0.852** 0.725** -
PCB180 0.292* 0.420** 0.279* 0.563** 0.506**

Nota: * = P<0.02; ** = P<0.001

Figura 5.13 - Correlacdo entre as concentragBes (ng mL™) de seis congéneres de PCBs nas tartarugas verdes
estudadas

A andlise de componentes principais revelou que as concentracdes dos seis congéneres
poderiam ser comprimidas em um Unico componente (PC1) capaz de explicar 62,8% das
varigveis (Eigenvalue = 3,77) e representou de forma equilibrada os seis congéneres de PCBs
(coeficientes: PCB28 = 0,382, PCB101 = 0,373, PCB118 = 0,424, PCB138 = 0,478, PCB153
= 0,453, PCB180 = 0,319), enquanto os demais componentes explicavam entre 13,3% e 1,3%
das varigveis (Eigenvalue de 0,799 a 0,080).

A figura 5.14 representa o boxplot das concentragbes de PCBs quantificadas nas

tartarugas verdes amostradas em diferentes localidades.
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Figura 5.14 - Boxplot das concentracdes de PCBs (ng mL™) em tartarugas verdes com ou sem fibropapilomatose
(FP). A: Auséncia de FP; P: Presenca de FP

5.3.3.3 Correlagdes com a atividade celular

A atividade celular foi analisada de acordo com a média da intensidade de
fluorescéncia (MIF). A diferenca entre os grupos “controle” e “estimulado” resultou em um
delta que foi utilizado na correlagdo com as concentragfes de PCBs.

Devido aos problemas encontrados na manutengdo da viabilidade celular, ndo foi
possivel analisar estatisticamente o burst oxidativo (niimero de amostras insuficiente), embora
tenha sido observado aumento na MIF entre as amostras controle e com estimulo (PMA e
PCB mix solution).

Tartarugas verdes com e sem FP ndo apresentaram diferencas significativas em relagéo
ao delta da fagocitose de linfocitos (W = 9, P = 0,233), mondcitos (W = 9, P = 0,3768) ou
granuldcitos (W = 14, P = 0,596) (Figura 5.15).
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Figura 5.15 - Boxplot do delta da fagocitose dos leucdcitos de tartarugas verdes com ou sem fibropapilomatose
(FP). A: Auséncia de FP; P: Presenca de FP

O resultado obtido de poucas amostras possibilitou a realizagdo das correlagGes entre
concentragdo de PCBs e atividade celular dos leucdcitos (Tabela 5.10).

Diantes destas andlises ndo foi observada correlacéo significativa entre 0 componente
principal das concentragbes de PCBs (PCpcg) € 0 delta da fagocitose de linfécitos (P = 0,198,
R? = 0,135), mondcitos (P = 0,419, R® < 0,001) ou granulécitos (P = 0,714, R® < 0,001)
(Figura 5.16).

Tabela 5.10 — NUmero de tartarugas verdes analisadas na correlagdo entre concentracao de bifenilas policloradas
e atividade celular dos leucdcitos

NuUmero de tartarugas verdes analisadas

Leucocitos

Sem FP ComFP
Linfocitos 4 6
Mondcitos 4 5

Granulécitos 4 5
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Figura 5.16 - Correlagdo entre o delta da fagocitose dos leucécitos de tartarugas verdes e 0 componente principal
das concentrag@es de PCBs (PCpcg)

Apesar de ndo ter havido uma correlacdo significativa, as analises indicaram que
conforme aumentou o componente principal das concentragdes de PCBs, aumentou também o
delta da fagocitose dos linfécitos. Estudos de Keller e colaboradores (2006) ao testar a
hipotese de que OCs podem estimular a proliferacdo de linfdcitos (testes in vitro) de C.
caretta demonstraram que estes compostos podem modular a fungdo imune em tartarugas
marinhas. Além disso, foi concluido que as tartarugas cabegudas podem ser sensiveis aos
efeitos imunomodulatérios dos OCs e que a proliferacdo linfocitaria pode ser considerada

como biomarcador da exposicdo de OCs.

5.4 Conclusoes

PCBs estéo presentes no ecossistema marinho, sendo que a detecgdo destes compostos
nas amostras sanguineas das tartarugas verdes amostradas indica sua presenga no organismo e
evidencia uma bioacumulacdo nos tecidos adiposo e hepético destes animais. Desta forma,
amostras sanguineas podem indicar uma contaminagdo quimica, proporcionando a estimativa
de PCBs em tartarugas verdes vivas.

Né&o foram encontradas diferengas significativas nas analises entre as areas de estudo,

fato esperado considerando os deslocamentos (entre areas de alimentacdo e de reproducao) e



160

as longas migracdes realizadas pelas tartarugas marinhas. Sendo assim, ndo foi possivel
estimar em que momento, com qual dose e poluente os animais estudados se contaminaram.

As analises entre atividade da fagocitose e 0 componente principal das concentracdes
de PCBs revelaram aumento do delta MIF dos linfocitos conforme houve aumento nas
concentracdes dos congéneres, apesar de nédo ter havido uma correlagéo significativa.

Estudos que visam estabelecer correlagBes entre poluentes quimicos e doengas sdo
extremamente importantes, pois contribuem para delinear planos de agéo para conservacao de
espécies presentes da lista vermelha de fauna ameagada como é o caso das tartarugas

marinhas.
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Anexo

Pontos da curva Concentra}%ées Volumej (uL) obtido_?a Volume~(uL) obtid(_)lda
(ug mL™) soluc¢do 0,5 pg mL solucio 5 ng mL

P1 0,0005 10 -

P2 0,002 40

P3 0,005 100

P4 0,01 200 -

P5 0,02 - 40

P6 0,05 - 100

P7 0,1 - 200

Quadro 5.1 - Concentragdo e volume de PCB mix utilizados para preparar os padrdes destinados a curva analitica
Apéndice

SOLUGOES, REAGENTES E SOLVENTES

e Phosphate-buffered saline (PBS);

e Meio de cultura RPMI1640 (Gibco®, LifeTechnologies™, EUA)

e Azul de Tripan 0,4% (Sigma®);

e Miristato-acetato de forbol (PMA) (Calbiochem®);

e DCFH (2’7’ diclorofluorisceina) (Molecular Probes®);

e Zymosan A (Saccharomyces cereviseae) BioParticles®, Alexa Fluor®594
conjugate;

e EDTA 3mM (Sigma® USA);

e Percoll™ (GE-Healthcare Bio-Sciences, Suécia)

e Solugdo de Hanks 1x e 10x (Gibco®, LifeTechnologies™, EUA);

¢ n-Hexano Analise Residuo Pesticida, Vetec®;

e Tolueno UltimAR® Macron™ Chemicals;

e Diclorometano HPLC/Spectro, Tedia Company, INC;

e Metanol HPLC/Spectro, Tedia Company, INC;

e Alumina (6xido de aluminio) Spectrum®;

e Sulfato de magnésio Sigma-Aldrich®;

e Congéneres PCBs 28, 52, 101, 118, 138, 153 e 180 e adquiridos da

AccuStandard®.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que o sucesso reprodutivo de animais acometidos por neoplasias pode ser
afetado pelo desenvolvimento da doengca resultando em alteragdo na dinamica
populacional. Desta forma, a presenca de neoplasias em espécies de animais selvagens
pode tornar-se um obstaculo para sua conservacao.

A fibropapilomatose, que comumente afeta a tartaruga verde, tem distribuicdo global
e também ja foi registrada nas outras espécies de tartarugas marinhas. Compreender 0s
mecanismos bioldgicos desta afeccéo é extremamente importante para o estabelecimento
de estratégias que visem a redugdo da sua prevaléncia, especialmente quando ha o
consenso de que a causa envolva também a acdo antropica.

As técnicas aplicadas permitiram a geragdo de dados sobre a salde dos animais
amostrados e, consequentemente, reforcam a necessidade dos planos de agdo para a
conservacdo desta espécie e do ecossistema.

As ferramentas cientificas aplicadas neste estudo podem contribuir para o aumento
do conhecimento sobre a doenga e a elaboragéo de novas perspectivas para as questdes

relacionadas a Biologia e Medicina da Conservacéo.
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