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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO @

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZODTECNIA

Comisséo de Ftica no Uso de Animals ——————ap

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada "Deteccdo de ChHV-5 em sangue e drgdos de Chelonia mydas e correlagdo com aspectos
morfométricos em animais com e sem fibropapilomas no litoral paulista.”, protocolada sob o CEUA n? 7501060717 (o coso34), sob a
responsabilidade de Eliana Reiko Matushima e eguipe; Isabela Santos Silva - gue envolve a produgdo, manutengao efou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homam), para fins de pesguisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sio Paulo (CEUA/FMVZ) na
reuniao de 20/06/2018.

We certify that the proposal "Detection of ChHV-5 in blood and organs of Chelonia mydas and correlation with morphometrics in
animals with and without fibropapillomas in the coast of Sdo Paulo”, utilizing 50 Reptiles {males and females), protocol number
CEUA 7501060717 (o ooso34), under the responsibility of Eliana Reiko Matushima and team; Isabela Santos Silva - which involves
the production, maintenance and/for use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15,
2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved
by the Ethic Committes on Animal Use of the School of Veterinary Medicine and Animal Science (University of Sao Paulo)
(CEUA/FMVZ) in the meeting of 06/20/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 08/2017 a 07/2019 Area: Patologia Experimental E Comparada

Origem: Nao aplicavel biotério

Espécie:  Répteis sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 100 anos N: 50
Linhagem: Chelonia mydas Peso: 0a200kg

Local do experimento: Laboratdrio de Patologia Comparada (LAPCOM) do Departamento de Patologia da Faculdade de Vedicina
Veterinaria e Zootecnia.

Sao Paulo, 19 de julho de 2019

@ : oller Tln S

Profa. Dra. Anneliese de Souza Traldi Roseli da Costa Gomes
Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais Secretaria
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo de Sao Paulo

A Prof. Dr. Orfando Marques de Paiva, 87, Cidade Universitdria: Armando de Salles Oliveira CEF 05508-270 S0 PauleysP - Brasil - tel: 55 (11) 3091-7676
Hordrio de atendimento: 29 a 58 das Th30 as 16h : e-mail: ceuavet@usp.br
CEUA N 7501060717



Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informac&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 32636-7 | Data da Emissdo: 15/07/2016 16:52 Data para Revalidacdo™: 14/08/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ac previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: FABIOLA ELOISA SETIM PRIOSTE CPF: 179.214.168-88

Titulo do Projeto: PRESENCA DE METAIS PESADOS EM SANGUE E TECIDOS DE TARTARUGA WVERDE (CHELONIA MYDAS) COM E SEM
FIBROPAPILOMATOSE EM QUATRO LOCALIDADES DO LITORAL BRASILEIRG

Nome da Instituigdo : REITORIA DA UNIVERSIDADE DE sEoPauULO CMPJ: 63.025.530/0001-04

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (mesfanc) | Fim (mes/ano)
1 | colheita de material biclogico em Femando de Noronha 0872012 052014
2 | colheita de material bicldgico 07/2018 072020

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou Jurldlca esirangeira, em todo o temitorio nacional, gque impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeta coletar dados, materais, espécimes mobgms & minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
citidos por meio de recursos & técnicas que s= destinem ao estudo, 3 difusdo ou 3 pesquisa, estdo sujsitas 3 autorizacdo do Ministéro de Ciéncia & Tecnalogia.

Esta autorizagio NAQ exime o pesquisador titular & 0s membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a afividade, inclusive do orgac gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagio estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, amendatario, possein ow morador de area dentro dos imites de unidade de conservagio
federal cujo processo de regularizag3o fundiaria enconira-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Mormativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugac Nomativa ICMBio n® 1072010, no que
3 | especifica esta Au‘horizag.io, nao podendo ser utilizade para fins comersiais, industriais ou esportivos. O matenial biologico coletado devera ser uiilizado pama atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensinc superior.

4 A autorizacao para envio a0 exterior de material biclogico nao consignado devera ser requenida por meio do endersco eletronico www.ibama.gov.br (Senvigos on-line -
Licenga para importaciio ou exportagio de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenga ou autorizacao & os membros da sua equipe deverao optar por metodos de coleta & instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | a0 grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos: & empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagiies do grupo taxondmico de interesse em condigio in st

O fitular de autonizagao ou de licenga permanente, assim coma os membros de sua equipe, quando da viclagao da legislagao vigente, ou quande da inadegquagao,
6 | omissdo ou falsa descrigio de informagdes relevantes que subsidiaram a expedigio do ato, poderd, mediante decisio motivada, ter a autorizagio ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislagio brasileira em vigor,

Este documento nac dispensa o cumprimento da legislagao que dispoe sobre acesso a componente do patrimonio genetico existente no temitorio nacional. na

7 | plataforma continental & na zona econdmica exclusiva, ou a0 conhecimenta tradicional associado 30 patrimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgio e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov_bricgen.
g Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAQ, o pesquisador titular desta autorizagao devera contaclar a administragac da unidade a fim de CONFIRMAR

AS DATAS das expedigies, as condigies para realizagio das coletas e de uso da infra-esirutura da unidade.

Outras ressalvas

1 | Solicito que a pesquisadora encaminhe ao Centro TAMAR-ICMBio copia digital das publicagoes resultantes da pesquisa.

2 | O pesquisador devera encaminhar ao ICMBio em Femando de Moronha copia digital das publicacoes resultantes do estudo.

3 0 pesquisador devera encaminhar ao ICMBio em Femando de Noronha (pesquisaparmamarin@omail.com) copia digital das publicacoes
resultantes do estudo.

2 A chefia da U_Unida.de devera ser informada tao logo quanto F?OSSIWH sobre gualguer anormalidade el.'gnb..lalmente verificada durante os trabalhos
de campo. Nao fica autorizado o abate de animais. As necropsias devem ser realizadas nas dependencias do TAMAR.

Equipe

# Nome Fungao CPF Doc. Identidade Nacionalidade

1 | Eliana Reiko Matushima orientadora 074.800.228-06 0.578.222 S5P/SP-5P Brasilsira

2 | Silmara Rossi pesquisador 207342 368-06 266048080 S5P-5P Brasileira

3 | Marco Aurelic Gattamorta pesquisador 258 004 23886 ITRIBRIZ-T SEP-5P-5P Brasileira

4 | Izabela Santos Silva pesquisadora 201.885.308-67 472237062 SEP-5P Brasileira

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com bkase na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, gualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/|lCMBio na

Internet (www icmbio gov_brisisbio).

Codigo de autenticacédo: 13215673 ‘IH‘"H""NHI‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 32636-7 | Data da Emissao: 15/07/2016 16:52 Data para Revalidagao*: 14/08/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizag3o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular
Nome: FABIOLA ELOISA SETIM PRIOSTE CPF: 179.214.168-88

Titulo do Projeto: PRESENCA DE METAIS PESADOS EM SANGUE E TECIDOS DE TARTARUGA VERDE (CHELONIA MYDAS) COM E SEM
FIBROPAPILOMATOSE EM QUATRO LOCALIDADES DO LITORAL BRASILEIRO

Nome da Instituigio - REITORIA DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULD CNPJ: 63.025.530/0001-04

[5 [ Roberta Ramblas Zamana [ pesquisadora [368.330.528-24 [ 363670737 SSP-5P | Brasileira |

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

Municipio UF  [Descricac do local Tipo
CE Almaofala Fora de UC Federal
ES Vitona Fora de UC Federal
SP Ubatuba Fora de UC Federal

AREA DE PROTECAD AMBIENTAL DE FERNANDO DE
FE MORONHA - ROCAS - SA0 PEDRC E SAO PAULO UC Federal
PE PARQUE NACIONAL MARINHO DE FERNANDO DE MOROMHA UC Federal

LI P LT P

Aftividades X Taxons

# Afividade Taxons

1 | Coletafransporte de amostras biologicas ex situ Chelonia mydas

2 | Coletaftransporte de amastras biologicas in situ Chelonia mydas

Material e métodos

1 | Amastras bicldgicas (Tartarugas marinhas) Sangue_: F@gmento'de tecida/orgdo, Animal encontrado morto ou partes (carcagal/osso/pele, Ovos,
Regurgitagao/conteddo estomacal

2 | Método de capturaicoleta (Tartarugas marinhas) QOutros métodos de capturalcoleta(captura intencional por mergulho e incidental em rede de pesca)

Destino do matenal biologico coletado

[#] Nome local destino | Tipo Destino |
[1_[ REITORIA DA UNIVERSIDADE DE SAD PAULOD | |

Este documento (Autorizag3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, gualguer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na
Internet (www_icmbio.gov brisisbio).

contgodeawentiagio azsrs 111
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizaco e Informac3o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 32636-7 ‘ Data da Emissdo: 15/07/2016 16:52 Data para Revalidagdo®: 14/08/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizag3o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacio do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissio.

Dados do titular

Nome: FABIOLA ELOISA SETIM PRIOSTE CPF: 179.214.168-88

Titulo do Projeto: PRESENCA DE METAIS PESADOS EM SANGUE E TECIDOS DE TARTARUGA VERDE (CHELONIA MYDAS) COM E SEM
FIBROPAPILOMATOSE EM QUATRO LOCALIDADES DO LITORAL BRASILEIRO

Nome da Instituigio - REITORIA DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO | CNPJ: 63.025.530/0001-04

Registro de coleta imprevista de material biologico

De acordo com a Instrugdo Normativa n? 03/2014, a coleta imprevista de matenial biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenca permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicio cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecao biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizag3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrug3o Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, gualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regulandade deste documente, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Intermet (www.icmbio.gov.brisishia).

corigodeatnicagao tazsers I [
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sisterna de Autorizaco e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 32636-7 Data da Emissao: 15/07/2016 16:52 Data para Revalidagdo®: 14/08/2017

* De acordo com o art. 28 da IN D3/2014, esta autorizaco tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: FABIOLA ELOISA SETIM PRIOSTE CPF: 179.214.168-838

Titulo do Projeto: PRESENCA DE METAIS PESADOS EM SANGUE E TECIDOS DE TARTARUGA VERDE (CHELONIA MYDAS) COM E SEM
FIBROPAPILOMATOSE EM QUATRO LOCALIDADES DO LITORAL BRASILEIRO

Nome da Instituigdo - REITORIA DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO CNPJ: 63.025.530/0001-04

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizaco para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticac3o abaixo, qualguer cidad3o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Intemet (www.icmbio.gov. brisisbia).

Codigo de autenticagao: 13215673 HlHI‘lH"‘lmHI‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 32636-9 Data da Emissao: 02/01/2018 09:00 Data para Revalidagao™: 01/02/2019

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizac3o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas deverd ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissio.

Dados do titular

Nome: FABIOLA ELOISA SETIM PRIOSTE CPF: 179.214.168-88

Titulo do Projeto: Estudo do estado sanitario de tartamugas-marinhas encontradas/capturadas no litoral brasileiro

Nome da Instituicio - REITORIA DA UNIVERSIDADE DE SAD PAULO CNPJ: 63.025.530/0001-04

Cronograma de atividades

# Descricdo da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | colheita de material biclogico em Femando de Noronha 10/2017 05/2020
2 | colheita de material biologico 102017 07/2020

Observagdes e ressalvas

Ag atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o temmitorio nacional, que impliguem o deslocamento de recursos humanos e
1 | matenais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biokbgicos & minerails, pegas integrantes da cultura nativa & cultura popular, presente & passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, & difusio ou & pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular & os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais. bem
como do consentimento do responsavel pela area, plblica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgdo gestor de terra indigena (FUNAL), da
unidade de conservagio estadual, distrital ou municipal, cu do proprietéric, amendatario, posseiro ou morador de drea dentre dos limites de unidade de conservagfo
federal cujo processo de regularizagdo fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugao Nomativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

4 A autonizacao para envio ao exterior de material biologico nao consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www ibama.gov.br (Senvigos on-line -
Licenca para importagio ou exportagio de flora e fauna - CITES & ndo CITES).

O titular de licenca ou autorizacao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre gue possivel,
5 | ao grupo taxondmico de interesse, evitando a maorte ou dano significativo a outros grupos: & empregar esforgo de coleta ou captura que néo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigdio in sifu.

O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como 0s membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadegquagdo,
6 | omisséo ou falsa descrigio de informagdes relevantes que subsidiaram a expedicéo do ato, poderd, mediante decisdo motivada, ter a autorizag#o ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da Iegislagﬁ-o brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprmento da legislacao que dispoe sobre acesso a componente do pafimanio genetico existente no termitonio nacional, na
7 | plataforma continental & na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patimdnie genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgiio e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.bricgen.

Em caso de pesquiza em UNIDADE DE CONSERVACAQ, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicoes, as condicies para realizagio das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Qutras ressalvas

4 | © pesquisador fiular desta autorizagdo devera enviar para o Centro TAMAR-ICMBio, ao final do desenvolvimento do projeto, copia integral dos
relatdrios e publicages cientificas oriundos da pesquisa em questio.

O pesquisador responsavel devera fomecer ao ICMBio-FN cronograma de atividades de campo antes do inicio do trabalho na UC. O acesso a
2 | areas fechadas 3 visitacdo devera constar em cronograma e sera acompanhado por técnico designado pela chefia da UC. O pesquisador devera
enviar ao ICMBio-FN copia digital das publicacfes resultantes do estudo, através do e-mail pesquisapamamarfn@gmail .com.

O pesquisador responsavel devera fomecer ao [ICMBio-FN cronograma de atividades de campo antes do inicio do trabalho nalJC. O acesso a
3 |areas fechadas a wsnacao devera constar em cronograma e sera acompanhado por técnico designado pela chefia da UC. O pesquisador devera
enviar a0 ICMBio-FN cdpia digital das publicacdes resultantes do estudo, através do e-mail pesquisapamamarfnig@gmail.com.

4 Para o Refugio de Vida Silvestre do Arquipelago de Alcatrazes, todas as atldades de campo deverao ser acompanhadas por um servidor da
unidade.

5 A chefia da Unidade devera ser informada tao logo guanto possivel sobre qualguer anormalidade eventualmente verificada durante os frabalhos
de campo. Ndo fica autorizado o abate de animais. As necropsias devem ser realizadas nas dependéncias do TAMAR.

Equipe
[#] Nome Fungio [CPF [ Doc. Identidade [ Nacionalidade

Este documento (Autorizac3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrug&o Normativa n® 03/2014. Afravés do codigo
de autenticacdo abaixo, qualguer cidado podera venficar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na
Internet (www.icmbio gov brisisbio).

Cédigo de autenticagao: 47132192 HH""H‘"H””I"
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 32636-9 ‘ Data da Emissao: 02/01/2018 09:00 Data para Revalidagao*; 01/02/2019

a contar da data do aniversario de sua emissdo.

* De acorde com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade eguivalente ao previsto no crenograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias

Dados do titular

Nome: FABIOLA ELOISA SETIM PRIOSTE

CPF: 179.214.168-88

Titulo do Projeto: Estudo do estado sanitario de tartarugas-marinhas encontradas/capturadas no litoral brasileiro

Nome da Instituico - REITORIA DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULD CMNPJ: 63.025.530/0001-04
1 | Eliana Reiko Matushima orientadora 074.600.228-96 6.578.222 SSP/SP-5P Brasileira
2 | Marco Aurelio Gattamorta pesquisador 255.904 23886 2T7528532-F 55P-5P-SP Brasileira
3 | Isabela Santos Silva pesquisadora 391.885 398-57 472237962 S5P-5P Brasileira
4 | Roberta Ramblas Zamana pesquisadora 368330 528-24 363670737 S5P-5P Brasileira
5 | andressa sales garcia pesguisadora 456.153.0BB-69 5259544472 s5p-5P Brasileira

Locais onde as atividades de campo serao executadas

* Municipio UF [Descrigao do Tocal Tipo
1 CE Almofala Fora de UC Federal
2 ES itora Fora de UC Federal
3 SP Ubatuba Fora de UC Federal
AREA DE PROTECAO AMBIENTAL DE FERNANDO DE

4 PE NOROMNHA - ROCAS - SAQ PEDRO E SAQ PAULO UC Federal
5 PE PARGQUE NACIONAL MARINHO DE FERNANDO DE NORONHA LC Federal

= REFUGIO DE VIDA SILVESTRE DO ARQUIPELAGO DE
[ SP ALCATRATES LC Federal
T RN Matal Fora de UC Federal
i SP ESTACAD ECOLOGICA TUPINAMBAS LC Federal
9 5P Séo Sebastiio Fora de UC Federal
10 ES RESERVA BIOLOGICA DE COMBCIOS LUC Federal
11 RN Pélo Costa Branca Fora de UC Federal
12 ES Anchieta Fora de UC Federal
Atividades X Taxons
# Afividade _ ___ Taxons i
1 | Coletaftransporte de amostras biclsgicas ex situ Eﬁ:;o;helys coriacea, Eretmochelys imbricata, Chelonia mydas, Caretta carefta, Lepidochelys
2 | coletafransporte de amosras biolégicas in situ Enek;':'_lrl'n;cgelys coriacea, Lepidochelys olivacea, Caretta caretta, Chelonia nydas, Eretmochelys

Material e métodos

1 | Amosiras biologicas (Tartarugas marinhas)

Sangue, Fragmento de tecido/érgdo, Animal encontrado merte ou partes (carcagayosso/pele,
Regurgitacdo/contetdo estomacal

2 | Método de capturalcoleta (Tartarugas marinhas)

Outros métodos de capturaicoletalcaptura intencional por mengulho e incidental em rede de pesca)

Destino do material biolégico coletado

Home local destino

| Tipo Destino

[#]
[1 | REITORIA DA UNIVERSIDADE DE SAO FAULO

Este documento (AutorizacSo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Afravés do codigo

de autenticacdo abaixo, qualguer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na

Intemet (www.icmbio.gov brisisbia).

Cddigo de autenticacado: 47132192
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 32636-9 Data da Emissao: 02/01/2018 02:00 Data para Revalidagao*; 01/02/2019

* De acordo com o art. 28 da IN 0D3/2014, esta autorizagdo tem praze de validade eguivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: FABIOLA ELOISA SETIM PRIOSTE CPF: 179.214.168-88

Titulo do Projeto: Estudo do estado sanitario de tartarugas-marinhas encontradas/capturadas no litoral brasileiro

Nome da Instituigio - REITORIA DA UNIVERSIDADE DE SAD PAULO | CNPJ: 63.025.530/0001-04

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugcdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biologico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituicio cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecdo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon*® Cide. Tipo de amosira Qtde. Data

* ldentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizag3o para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrug3o Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, gualguer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regulanidade deste documento, por meio da pagina do Sisbie/ICMBio na

Intemnet (www.icmbio.gov br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 47132192 HH""H‘"H””"‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

: Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Icmi d. Sistema de Autorizagao e Informagio em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagédo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 32636-10 ‘ Data da Emissao: 25/03/2019 22:32:25 | Data da Revalidacéo™: 25/03/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversarie de sua emissdo.

Dados do titular

Nome: FABIOLA ELOISA SETIM PRIOSTE CPF: 179.214.168-88

Cronograma de atividades

# |Descricdo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 |colheita de material biologico 102017 0772020

2 | colheita de material bioldgico em Femando de Noronha 10/2017 05/2020

Equipe

# |Nome Fungio CPF Nacionalidade
1 |Eliana Reiko Matushima orientadora 074.600.228-96 Brasileira

2 |Marco Aurélio Gattamorta pesquisador 258904 238-B6 Brasileira

3 |Roberta Ramblas Zamana pesguisadora 368.330.528-24 Brasileira

4 |lsabela Santos Silva pesquisadora 391.885.3098-57 Brasileira

Observagoes e ressalvas

1 A autorizagdo ndo eximird o pesquisador da necessidade de obter outras anuéncias, coma: |) de proprietario, amendatino, posseine ou morador quando as atividades forem reslizadas

em area de dominio privado ou dentro dos limites de unidade de conservagao federal cujo processo de regularizacdo fundiaria encontra-se em curso: Il) da comunidade indigena

envolvida, ouvido o 6rgde indigenista oficial, quando as atividades de pesquisa forem exscutadas em terra indigena; Ill) do Conselho de Defesa Nacional, quande as atividades de pesquisa
forem executadas em area indispensavel a seguranga nacional; V) da autoridade maritima. quando as atividades de pesquisa forem executadas em aguas jurisdicionars brasdeiras; V) do
Diepartamento Nacional da Frodugdo Mineral, guando a pesquisa visar a exploragio de depdsites fossiiferos ou a extragdo de espécimes fosseis; V1) do orgdo gestor da

unidade de conservagao estadgual, distrital ou municipal. dentre outras

2 O titular de autorizagio ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagde da legisiagdo vigente, ou quando da inadequagdo, omiss3o ou
falsa descrigao de informagdes relevantes que subsidiaram a expedigao do ato, podera, mediante decisae motivada. ter a autorizagdo ou licenga suspensa ou revogada pelo

ICMBio, nos termos da legislagdo brasileira em wigor.

3 As atividades de camipo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territénio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanaos & materiais. tendo par objeto
coletar dados, materisis, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cuitura nativa e cultura popular, presents & passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se

destinem 3o estudo, & difusio ou & pesquisa, estio sujettas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

4 O titular de licenga ou autorizagio e os membros da sua equipe deverSo optar por méiodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel. ao grupo
taxondmico de interesse. evitando a morte ou dano signficative a cuiros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade de populagdes do grupo

taxondmico de interesse em condigdo in situ

[ Esta autorzagio NAD exime o pesquisador titular & o5 membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela rea, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do drg3o gestor de tema indigena (FUNAI), da unidade de conservagio
estadual, distrital ou municipal, ou do propristirio, amendatario. pesseiro ou morador de drea dentro dos limites de unidade de conservagde federal cujo processo de regularizagio

fundiaria encontra-se em curso

3] Este documento somente podera ser utiizade para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBic n* 03/2014 ou na Instrugio Nermativa ICMBio n® 10/2010, no que especifica esta
Autorizagio. ndo podendo ser utiizado para fins comerciais. industriais cu esportives. O material biologico colstado devers ser utilizado para stividades cientificas ou didaticas no

Ambits do ensing superior.

7 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAD, o pesquisador titular desta autorizagdo devera contactar a administragdo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

expedigdes. as condigdes para realzagio das coletas e de uso da infra-estnutura da unidade.

Este documento foi expedido com base na instrugdo Normativa ni® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer
cidaddo podera verificar a aufenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pdgina do Sisbio//ICMBio na Internef
(www._icmbio.gov. br/sishio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

- Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Icmid. Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

MMA
Autorizagao para atividades com finalidade cientifica
Nimero: 32636-10 ‘ Data da Emisséao: 25/03/2019 22:32:25 | Data da Revalidacao®: 25/03/2020

De acerdo com o art. 28 da IN 03/2014, esta auterizagdo tem prazo de validade equivalente ac previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéio do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: FABIOLA ELOISA SETIM PRIOSTE CPF: 179.214.166-88

Observagoes e ressalvas

3 Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do patimdnio genético existente no temitorio nacional, na plataforma continental e
na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento fradicional associade ao patimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospecgdo e desenvolvimento tecnoldgico. Veia

maiores informagdes em wew. mma.gov. briogen.

Qutras ressalvas

1 A chefia da Unidade devera ser informada tao loge quanto possivel sobre qualquer anormalidade eventualmente verificada CR 6 Cabedelo-PB
durante o5 trabalhos de campo. Nao fica autorizado o abate de animais. As necropsias devem ser realizadas nas dependéncias
do TAMAR.

2 0 pesquisador responsavel devera fomecer ao ICMBic-FN cronograma de afividades de campo antes do inicio do trabakho na APA Femando de Nomonha
UG. O acesso a areas fechadas a visitagdo devera constar em cronograma e sera acompanhado por técnico designado
pela chefia da UC. O pesquisador deverd enviar ac ICMBio-FN cépia digital das publicagbes resultantes do estudo, através do

e-mail pesquisapamamarfni@gmail com.

3 O pesquisador tiular desta autorizagio devera enviar para o Centro TAMAR-ICMBio, ao final do desenvolvimente do projeto, TAMAR VitbriaES

copia integral dos relstorios e publicagfes cientificas orundos da pesquisa em questo.

4 Para o Refugio de Vida Silvestre do Arquipélago de Alcatrazes, todas as atidades de campe deverdo ser acompanhadas por um REVIS Arquipélago de Alcatrazes

servidor da unidade

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# |Descrigdo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 |Ubatuba SP Marinho Ndo Fora de UC Federal

2 |Almofala CE Marinho NZo Fora de UC Federal

3 |Vitdria ES Marinho Nio Fora de UC Federal

4 | SHo Sebastido SP Marinho Nio Fora de UC Federal

5 |Polo Costa Branca RN Marinho No Fora de UC Federal

6 |Matal RN Marinho NZo Fora de UC Federal

7 |Anchieta ES Marinho Nio Fora de UC Federal

8 |Area de Proteg3o Ambiental de Fernando PE Marinho Nio Dentro de UC Federal
de Noronha - Rocas - Sdo Pedro e S3o0
Paulo

9 |Parque Nacional Marinho de Fermnando de PE Marinho Nio Dentro de UC Federal
Noronha

10 | Refigio de Vida Silvestre do Arquipélago de SP Marinho N3o Dentro de UC Federal
Alcatrazes

11 |Estagio Ecoldgica de Tupinambas SP Marinho Néo Dentro de UG Federal

12 |Reserva Bioldgica de Comboios ES Marinho Nio Dentro de UC Federal

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa nAe 03/2014. Através do cddigo de autenticagdo abaixo, gualquer
cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
{www.icmbio.gov.brisisbio).
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Icmi d. Sistema de Autorizagio e Informacgéio em Biodiversidade - SISBIO

MMA

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 32636-10 ‘ Data da Emissao: 25/03/2019 22:32:25

Data da Revalidacdo®: 25/03/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséao.

Dados do titular

Nome: FABIOLA ELOISA SETIM PRIOSTE

CPF: 179.214.166-88

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Qtde.
1 |Coletaftransporte de amosfras bioldgicas in situ Caretia caretta -
2 | Coletaftransporte de amostras bioldgicas ex situ Caretta caretta -
3 | Coletaftransporte de amostras biologicas in situ Chelonia mydas -
4 | Coletaftransporte de amosiras biolagicas ex situ Chelonia mydas -
5 |Coletajtransporte de amostras bioldgicas in situ Dermochelys coriacea -
6 |Coletaftransporte de amosiras biolagicas ex situ Dermochelys coriacea -
7 |Coletajtransporte de amostras bioldgicas in situ Eretmochelys imbricata -
8 |Coletaftransporte de amosiras biologicas ex situ Eretmochelys imbricata -
9 |Coletaitransporte de amostras bioldgicas in situ Lepidochelys olivacea -
10 | Coletaltransporte de amostras bioldgicas ex situ Lepidochelys olivacea -

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxondmico)

Materiais

1 | Amostras biologicas (Tartarugas marinhas)

Sangue, Fragmento de tecido/orgdo, Ovos,
Regurgitacdo/conteddo estomacal, Animal encontrado morto ou
paries (carcaga)losso/pele

2 |Método de capturafcoleta {Tartarugas marinhas)

Outros métodos de captura/coleta(captura intencional por mergulho &
incidental em rede de pesca)

Destino do material biolégico coletado

# | Mome local destino

Tipo destino

1 [UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

QOutro

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa nd® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualguer
cidaddo poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet

(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 0326361020190325
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
. Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Icmid. Sistema de Autorizagio e Informagio em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 32636-10 ‘ Data da Emissao: 25/03/2019 22:32:25 Data da Revalidacao™: 25/03/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular
Nome: FABIOLA ELOISA SETIM PRIOSTE CPF: 179.214 168-88

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrucdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato ndo contemplado

na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anctada na mesma, em campo especifico, por ocasiao da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do material biolégico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida anotacdo. © material biologico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado & instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colegcdo
biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa nd® 03/2014. Através do codigo de autenticagdo abaixo, qualguer
cidaddo poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www._icmbio.gov. br/sisbia).
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FOLHA DE AVALIACAO

Autor: SILVA, Isabela Santos

Titulo: Detecgdo de Chelonid alphaherpesvirus-5 (ChHV5) em sangue e 6rgaos de
Chelonia mydas (Testudines, Cheloniidae) e correlagdo com aspectos
morfométricos em animais com e sem fibropapilomatose da costa de Ubatuba/Sao

Paulo

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Patologia Experimental e
Comparada da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Séo Paulo para obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias.

Data: / /

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicéo: Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicao: Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicéo: Julgamento:




Dedico esse trabalho
Aos meus amados pais, Josefa Maria e Severino Monteiro,
que ndo tiveram a oportunidade de estudar tanto quanto gostariam, mas sempre prezaram

pela minha educagdo e pela educagdo da minha irmd, Laura.

Se ndo fosse o apoio e o incentivo de vocés dois, eu com certeza ndo chegaria até aqui.

Pai, onde estiver, espero que esteja orgulhoso.

Mde, por toda sua luta pra nos criar e nos ajudar a alcangar nossos sonhos,

Muito obrigada!



Apradecimentos

Primeiro, gostaria de agradecer imensamente a Profa. Dra. Eliana Reiko Matushima,
minha orientadora. Matu, nunca esquecerel como ﬁ/L'L bem recebida por voce, desde aque[e
primeiro e-mail. Muito obrigada pelo voto de conﬁanga, pela paciéncia, por todos os ensinamentos
e conselhos. Tenho muita admiragdo por seu trabalho e pelo o que vocé defende! Vocé é um
exemplo de mulher que venceu nesse ambiente tdo comp lexo que ¢ o meio académico.

Ao querido Marco Aurélio Gattamorta, vocé foi indispensavel em toda a elaboragio e
execugdo desse trabalho. Muito obrigada pela paciéncia e por todo o apoio e suporte cientifico e
emocional. Ma, vocé é um exemp[o de pessoa e de proﬁssiona[ e foi um imenso prazer e privi[égio
ter vocé como colega de trabalho.

Roberta Ramblas Zamana, por toda ey'uda e pe[a companhia. Vocé me recebeu, me apoiou e
me ensinou tudo desde o primeiro dia que pisei no laboratério. Rosita, vocé foi outra pessoa
imprescindivel para a realizagdo deste trabalho. Muito obrigada por todos os conselhos, pela
amizade e pelos momentos de descontracio e diversdo. Vocé é maravilhosa em diversos sentidos.
Sou grata por ter te conhecido!

Aos meus queridos colegas do Grupo de Pesquisa sobre Fibropapilomatose em Tartarugas
Marinha: Silmara Rossi, pesquisadora fantésﬁca, mulher incrivel. Mara, muito obrigada por toda
sua ay'uda, conselhos, companhia, por me receber na sua linda casinha e me permitir conhecer o
Rio Grande do Norte. Fabiola Priostes, proﬁssiona[ excepciona[, mulher de muita garra. Fa, vocé
tem uma luz especial etem a capacidade de levar a[egria para onde vai. Muito obrigada por todo
apoio e carinho! Gabriela Coleta, menina genﬁ[ e dedicada que tanto me :ay'udou no projeto e foi
uwma grande companheiva e amiga. Obrigada Gabi, vocé é outro presente que as tartarugas me
proporcionaram! Daniel Nakamura, outro querido que sempre se mostrou disposto ame ajudav,
tanto me apoiou e me agraciou com a ilustragao da capa deste trabalho. Muito obrigada Dani, vocé

transfovmou minha ideia em uma linda imagem.’



Agradego muito ao Projeto TAMAR Ubatuba/SP por todo o apoio logistico e suporte nas
coletas e em campo, especia[mente aos ﬁmcionérios que me ajudaram diretamente: Daniela Costa,
Rodrigo Vanucci, Vinicius Oliveira, Lucas Rodrigues, Mawro Corréa, Fabiano Oliveira, Andrei
Santo, Henrique Becker, Ltvia Segantin, Fernando A[varenga e a todos os estagidrios tao
ﬁmdamentais para essa organizagao.

Ao 1CMBio Alcatrazes/SP e em especial a Dra. Silvia Godoy, pe[o fomecimento das
amostras e por sua disponibiﬁdade durante as coletas e pelas risadas que sempre fomece nos
nossos encontros.

Quero agradecer também meus colegas do LAPCOM: Pablo Cruz-Ochoa, Sindara Sguario,
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RESUMO

SILVA, I. S. Deteccéo de Chelonid alphaherpesvirus-5 (ChHV5) em sangue e
orgados de Chelonia mydas (Testudines, Cheloniidae) e correlagdo com
aspectos morfométricos em animais com e sem fibropapilomatose da costa de
Ubatuba/Sao Paulo. 2019. 117 f. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

A fibropapilomatose (FP) € uma neoplasia de origem epitelial caracterizada por
tumores cutaneos. Foi reportada afetando todas as espécies de tartarugas-marinhas.
As tartarugas-verdes (Chelonia mydas) sdo a espécie mais comum e gravemente
afetada. A patogénese da doenca ainda ndo esta completamente elucidada, mas ha
um consenso na literatura de que a FP apresenta carater multifatorial. O Chelonid
alphaherpesvirus-5 (ChHV5) é apontado como agente etioldgico da FP, uma vez que
diversos estudos moleculares demostraram a deteccdo deste virus em amostras
oriundas de neoformacfes cutaneas. Aspectos relativos a infeccdo e disseminacéo
do ChHV5 no organismo do hospedeiro ndo estdo totalmente esclarecidos.
Considerando o exposto, o presente trabalho teve como objetivo a deteccdo de
ChHV5 em amostras de Chelonia mydas acometidas e ndo acometidas pela FP,
provenientes da area de alimentacdo de Ubatuba-SP e arredores. Buscou-se a
deteccdo de ChHV5, bem como a caracterizacdo molecular deste agente através da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento. Foram
avaliadas amostras de sangue (n=70), pele (n=20) e tumor (n=9) de 70 animais vivos
e amostras de figado (n=33), baco (n=32), gbnadas (n=32), pulmdes (n=6) e pele
(=6) de 33 animais necropsiados. A prevaléncia de ChHV5 foi de 80% (16/20) nos
animais vivos, sendo as amostras provenientes de diferentes 6rgdos tecidos: pele,
sangue e tumor (quando presente) e 100% (33/33) dos animais necropsiados. O
virus foi detectado em todos os tipos de érgaos e tecidos avaliados, e em tartarugas
acometidas e ndo acometidas pela FP. Nao foi possivel encontrar uma relacao direta
entre o grau de severidade da FP (FPS) e a condicdo corporal dos animais
avaliados. Os animais com FPS severo tiveram o agente viral detectado em todos os
orgdos e tecidos avaliados, caracterizando tais individuos como pontenciais
dispersores do virus. A deteccdo do ChHV5 em o6rgéos internos, indica possiveis
locais de persisténcia viral. Especificamente em gdénadas de animais sem tumores,
levanta a hipotese da possibilidade de transmissdo sexual ou vertical do ChHVS5,

assim como ocorre com outros alphaherpesvirus. A anéalise da qualidade da agua de



praias de Ubatuba, onde foram coletados animais com ou sem sinais clinicos da FP,
portadores do ChHV5 demonstrou que algumas regides estdo mais poluidas que
outras. Porém, ndo possivel encontrar uma relacdo clara entre alguns dos
parametros analisados e a doenca. As sequéncias de DNA polimerase de ChHV5 de
amostras de sangue e tumor identificadas neste estudo tiveram 100% de identidade
com sequéncias provenientes de Ubatuba/SP. Logo, um mesmo haplétipo do agente
viral parece ser capaz de infectar diferentes tecidos do hospedeiro. Ademais, a
sequéncia obtida de uma amostra de ovario neste estudo foi compativel com uma
sequéncia encontrada em Fernando de Noronha/PE. Assim, os animais encontrados
no Litoral Norte de S&o Paulo podem estar infectados por mais de um hapl6tipo viral
e parecem capazes de transportar o virus entre regides distantes. As andlises deste
estudo permitiram a formulacdo de hipoteses que podem contribuir para a
compreensao de aspectos relacionados a patogénese da doenca e auxiliam no
monitoramento do agente viral, podendo assim contribuir para os esforcos na

conservacao das tartarugas-marinhas.

Palavras-chave: Tumores. Patogenia.Tartarugas-marinhas. Conservacao.



ABSTRACT

SILVA, I. S. Detection of Chelonid alphaherpesvirus-5 (ChHV5) in blood and
organs of Chelonia mydas (Testudines, Cheloniidae) and correlation with
morphometrics in animals with and without fibropapillomatosis in the coast of
Ubatuba/Sao Paulo. 2019. 117 f. Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Fibropapillomatosis (PF) is a neoplastic disease with epithelial origin characterized by
skin tumors, and has been reported to affect all species of sea turtles. Green sea
turtles (Chelonia mydas) are the most commonly and severely afflicted with
fibropapillomatosis. The pathogenesis of the disease is not fully elucidated yet,
however is a consensus in the literature that it has a multifactorial character.
Chelonid alphaherpesvirus-5 (ChHV5) is indicated as an etiological agent of PF,
since several molecular studies have shown the detection of this virus in samples
from cutaneous neoformations. How spread and dissemination of ChHV 5
occurrence in animals is not one that is fully understood. The present study aim to
detect ChHV5 in samples of Chelonia mydas affected and not affected by PF, from
the feeding area of Ubatuba-SP and surroundings. ChHV5 detection as well as
molecular characterization of the agent were done through polymerase chain reaction
(PCR) and sequencing techniques. Samples were collected from 70 live animals -
blood (n = 70), skin (n = 20) and tumor (n = 9) and 33 of necropsied animals: liver (n
= 33), spleen (n = 32), gonads (n = 32), lungs (n = 6) and skin (= 6). The prevalence
of ChHV5 was 80% (16/20) in live animals - : skin, blood and tumor (when present)
and 100% (33/33) of the necropsied animals. Virus was detected in all types of
tissues evaluated, and in turtles affected and not affected by PF. Considering the
severity of PF was not possible to relate a direct response between that and the
body condition of evaluated animals. Animals affected with severe SPF had the viral
agent detected in all organs and tissues evaluated, characterizing this type of event
as virus spreaders. Detection of ChHV5 in internal organs indicates local possibilities
of viral persistence, specifically in gonads of animal without tumors which suggests
the hypothesis of a sexual or vertical transmission of ChHV5, as it happens with other
alphaherpesviruses. The quality of the water in Ubatuba beaches - where samples
were collected - was analyzed and showed that some areas are more affected than
others considering pollution levels. However, it is not possible set the difference
between some of the parameters analyzed and the disease occurrence. ChHV5 DNA



polymerase sequences from blood and tumor samples identified in this study had
100% identity with sequences from Ubatuba/SP. Thus, the same haplotype of the
viral agent appears to be able to infect different host tissues. Moreover, the sequence
obtained from an ovary sample in this study was compatible with a sequence found in
Fernando de Noronha/PE. Thus, animals found on the North Coast of S&do Paulo may
be infected by more than one viral haplotype and appear to be able to carry the virus
between distant regions. Results of this study allow to formulate hypotheses that can
contribute to the understanding of problems related to the disease pathogenesis and

help in the monitoring of the viral agent, thus contributing to the control of sea turtles.

Keywords: Tumors. Pathogeny. Sea turtles. Conservation.
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1 INTRODUCAO

Todas as espécies de tartarugas marinhas encontram-se ameacadas ou em
risco de extincdo, de acordo com a International Union for Conservation of Nature
and Natural Resources - IUCN (MEYLAN, MEYLAN, 1999; IUCN, 2019), e com a
lista de espécies ameacadas do Brasil (ICMBIO, 2014).

As acles antropicas como destruicdo de habitats (BUGONI et al., 2001), caca,
pesca incidental, alteraces climaticas, desenvolvimento costeiro (WITHERINGTON,
2000) bem como acometimento por doencas podem impactar negativamente na
sobrevivéncia e na estrutura das populacdes de Chelonia mydas (MARCOVALDI et
al., 2011).

A fibropapilomatose (FP) é uma neoplasia benigna de origem epitelial
caracterizada por tumores cutaneos simples ou multiplos de aspecto verrucoso ou
liso, sésseis ou pedunculados, sendo encontrados principalmente em nadadeiras,
pescoco, cabeca, regido inguinal, axilar e base da cauda (HERBST, 1994;
BAPTISTOTTE, 2007; ROSSI 2007). A FP foi reportada afetando todas as espécies
de tartarugas-marinhas, entretanto a espécie mais acometida é a tartaruga-verde, C.
mydas, por motivos ainda desconhecidos (HERBST, 1994; AGUIRRE et al., 1999;
ROSSI et al.,, 2015a). O tamanho e a quantidade de lesGes observadas podem
comprometer a alimentacdo, natacdo, visdo e condi¢des fisiolégicas, levando a
casos crénicos de estresse e imunodepressao além da faléncia de 6rgdos (HERBST,
1994; AGUIRRE, 1998; WORK, BALAZS, 1999), sendo considerada uma doenca
debilitante que pode ser fatal (AGUIRRE et al., 1998).

Um alphaherpesvirus, Chelonid alphaherpesvirus-5 (ChHV5), tem sido
consistentemente detectado em testes moleculares (PCR) em tumores (JACOBSON
et al., 1991; HERBST et al., 1995a; QUACKENBUSH et al., 2001; WORK, 2005),
sendo, por isso, considerado fator etiolégico primario para a doenca (HERBST,
KLEIN, 1995b; HERBST et al., 1998). No entanto € consenso na literatura que a
etiologia da doenca € multifatorial, e pode também estar associada a fatores
genéticos e ambientais e ndo apenas a um agente infeccioso (BALAZS, 1991,
JACOBSON et al., 1991; ADNYANA et al., 1997; AGUIRRE et al., 1998). Acredita-se
gue poluentes presentes em praias impactadas pelas atividades humanas possam
afetar a condi¢cdo imunoldgica dos individuos infectados permitindo a manifestacéo

clinica da FP por romper a laténcia do virus, como descrito na literatura (HERBST,
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KLEIN, 1995b), facilitando a infeccdo ou a persisténcia da doenca. Fatores
ambientais relacionados ao desenvolvimento demografico, as atividades industriais e
agrondmicas proximas a regides costeiras, baias e lagos podem contribuir para o
desenvolvimento e elevacdo da prevaléncia da doenca (BALAZS, 1991; ADNYANA
et al., 1997; VAN HOUTAN et al., 2010), visto que sua prevaléncia em ambientes
marinhos antropizados € maior do que em individuos presentes em aguas mais
profundas e distantes da costa (HERBST, 1994).

Fatores ambientais, como temperatura, correntes maritimas, profundidade,
luminosidade e pH da agua também podem interferir na permanéncia de particulas
virais viaveis no ambiente (CURRY et al., 2000). A presenca de compostos
organicos e debris celulares pode estabilizar o virus e aumentar sua sobrevivéncia
(CLARK et al., 1998). Alguns autores ja associaram a FP com o tempo de exposi¢ao
das tartarugas marinhas aos poluentes no desenvolvimento de tumores (ADNYANA
et al, 1997; CHALOUPKA, BALAZS, 2005). Logo, as éareas de alimentacao
apresentam elevada importancia nos estudos para o controle da qualidade da agua,
pois permitem compreender a relacdo entre o virus e a ocorréncia da doenca nas
tartarugas-marinhas.

Em funcdo do mecanismo de laténcia, os individuos infectados podem atuar
como reservatérios do virus, até o momento que o0 agente seja reativado. Sob
condicBes de estresse, exposicdo a radiacdo ultravioleta ou alteracao das condi¢cdes
imunologicas do hospedeiro o patégeno migra até os tecidos, causando a liberacéo
das particulas virais, permitindo entdo que ocorra a infec¢do de novos individuos, e
assim, mantendo-se na populagéo (STRAUSS, STRAUSS, 2006).

A disseminacdo do herpesvirus pode ocorrer através da saliva, secrecoes,
aerossois, fezes, células infectadas, ou contato sexual, mas esta caracteristica tem
sido pouco estudada em ChHV5 (GATTAMORTA, 2016a; MONEZI et al. 2016;
CHAVES et al., 2017). Além disso, sua disseminacdo pode ocorrer mesmo na
auséncia de lesdes (STRAUSS, STRAUSS, 2006; DERUELLE, FAVOREEL, 2011).

A deteccdo do DNA deste herpesvirus em tartarugas que ndo apresentam
fibropapilomas sugere a deteccdo inicial de infeccdo subclinica ou reforga o
mecanismo de laténcia deste patégeno (PAGE-KARJIAN et al.,, 2012; ALFARO-
NUNES et al., 2014; GATTAMORTA et al., 2017). A maioria dos herpesvirus
estabelece uma infeccédo sistémica pds-inoculacdo, onde o virus esta presente no

sangue (PAGE-KARJIAN et al.,, 2015). Em individuos infectados, a viremia é um
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indicativo de replicacdo viral e pode ser detectado durante um primeiro evento de
infeccdo ou durante a reativacdo do virus depois de um periodo de laténcia
(PAILLOT et al., 2008).

A discussdo sobre a laténcia de ChHV5 surgiu recentemente e segundo
Alfaro-Nufiez et al. (2014) pode ter implicagbes importantes na compreensao dos
mecanismos de infeccdo e, principalmente, na manifestacdo clinica da FP e de
outras doencas associadas a herpesvirus em tartarugas-marinhas. A literatura relata
a necessidade de pesquisas que elucidem os mecanismos de infeccdo pelo
alphaherpesvirus, bem como a viruléncia deste agente, suas variantes, o estagio de
vida que as infeccbes acontecem, e as taxas de mortalidade de C. mydas
decorrentes da doenca (JONES et al., 2016).

A importancia de compreender a disseminacdo e etiologia das doencas em
animais silvestres esta diretamente ligada a conservacdo das espécies,
principalmente no caso de espécies ameacadas de extingcdo. A presenca de
patdgenos € esperada em populacdes selvagens, no entanto, a mortalidade elevada
e a interferéncia das doencas na estrutura populacional de cada espécie devem ser
alvo de estudos constantes, particularmente para o caso em que patdégenos circulam
por areas amplas e por longos periodos de tempo (CAUGHLEY, SINCLAIR, 1994).

Considerando os fatores e aspectos citados, € importante detectar a presenca
dos virus em Chelonia mydas com e sem fibropapilomatose, a relacdo entre
severidade da doenca, variagcdes no genoma viral e mecanismos de disseminacao e
infectividade do agente viral para avaliar os possiveis efeitos negativos para a
conservacdo dessa espécie. O presente trabalho pretende contribuir para a
compreensao de como 0s processos de laténcia e dispersao atuam na manutencéo
e variabilidade do patdgeno, particularmente nas areas de alimentacdo, que
constituem importantes repositérios de individuos reprodutivos de C. mydas. Busca-
se discutir as possiveis vias de dispersédo e infeccdo do agente através da analise de
orgdos internos e sangue, além de realiar uma avaliacdo molecular das sequéncias
da DNA de ChHV5 detectadas através do método de PCR e sequenciamento.
Ademais, esse trabalho visa detectar possiveis 6rgaos onde o ChHV5 pode manter
laténcia, e ainda caracterizar infeccbes recentes ou a possivel disseminacdo do

agente através do sangue.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Detectar a presenca de ChHV5 em amostras de sangue de Chelonia mydas
vivas acometidas e ndo acometidas pela fibropapilomatose por meio da
técnica de PCR para as sequéncias das regibes UL18, UL27, UL30 e F-
US3B;

Detectar a presenca de ChHV5 em amostras de figado, baco e génadas de C.
mydas que vieram a 0Obito, acometidas ou ndo acometidas pela FP, através da
deteccado de sequéncias das regifes UL18, UL27, UL30 E F-US3B;
Determinar a presencga e o escore tumoral de FP e correlacionar com a
presenca do ChHV5 em tecidos e tumores;

Detectar a presenca de ChHV5 em sangue e outros tecidos e associar com o
escore tumoral, para compreender a relacdo entre o escore e a disseminacao

do virus ou rompimento da laténcia em &reas de alimentacéo;

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar uma possivel correlacdo entre a doenca e detec¢cdo de ChHV5 com
parametros da qualidade da agua do mar;

Definir o melhor marcador molecular para a detec¢do de ChHV5 em sangue e
outros tecidos de tartarugas-marinhas;

Detectar a presenca de ChHV5 em tecidos reprodutivos — gonadas, para
avaliar a participacao da via reprodutiva na dispersdo do agente;

Detectar a presenca de ChHV5 em baco e figado para avaliar o tropismo do
agente;

Através de sequenciamento de tecidos positivos para ChHV5, avaliar se a
mesma variante viral estava presente em diferentes tecidos do mesmo

animal.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 AS TARTARUGAS-MARINHAS

As tartarugas-marinhas sao répteis pertencentes a ordem Testudines,
caracterizadas por uma carapaca rigida formada pela fusdo de ossos das costelas e
vértebras. Essa carapaca € um carater exclusivo compartilhado e extremamente
conservado por 300 milhdes de anos (ERNEST, BARBOUR, 1989; LUTZ, 1997).
Atualmente, sete espécies de tartarugas-marinhas séo reconhecidas, representadas
por seis géneros pertencentes a superfamilia Chelonioidea e distribuidas nas
familias Cheloniidae: Chelonia mydas, Caretta caretta, Eretmochelys imbricata,
Lepidochelys olivacea, Lepidochelys kempii e Natator depressus e Dermochelyidae:
Dermochelys coriacea (PRITCHARD, 1996; MEYLAN, MEYLAN, 1999; JENSEN et
al., 2013).

Dessas sete espécies, cinco utilizam as areas litoraneas brasileiras para
alimentacdo e sitio de desova: Caretta caretta (tartaruga cabecuda), Dermochelys
coriacea (tartaruga-de-couro), Eretmochelys imbricata (tartaruga-de-pente),

Lepidochelys olivacea (tartaruga-oliva) e Chelonia mydas (tartaruga-verde).

3.2 AS TARTARUGAS-VERDES (Chelonia mydas)

A tartaruga-verde (Chelonia mydas) foi inicialmente descrita em 1758 por
Linnaeus como Testudo mydas, sendo renomeada em 1812 por Schweigger
(FORMIA, 2002). A espécie apresenta ventre branco ou amarelo claro e é
caracterizada pela carapaca 6ssea revestida por escudos cOrneos justapostos, com
coloragédo variando entre tons de verde, oliva e marrom, e manchas ou padrbes
rajados e estriados (FORMIA, 2002). A identificacdo da espécie se baseia na
presenca de quatro pares de escudos laterais justapostos na carapaca, dois pares
de escamas pré-frontais e quatro pares de escamas poés-orbitais na cabeca
(PRITCHARD, MORTIMER, 2000) (Figura 1).
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Figura 1 - Chelonia mydas. Prancha de identificacdo. A: quatro pares de placas laterais justapostas
(1, 2, 3,4). B: escudos pré-frontais (5) e escudos pos-orbitais (6).

Fonte: Adaptado de Pritchard, Mortimer (1999) apud Zamana (2018).

As tartarugas-verde sao encontradas em &guas tropicais e subtropicais,
principalmente em regides costeiras, ao redor de ilhas e também estuarios de rios e
lagos (HIRTH, 1997) como mostra a Figura 2. A maioria das tartarugas-marinhas
possuem comportamento migratério durante sua vida. Essa migracdo ocorre depois
da fase pelagica chamada de “anos perdidos”, apods os filhotes recém-eclodidos
realizarem deriva passiva, sendo levados pelas correntes maritimas (MEYLAN,
MEYLAN, 1999).

Na primeira fase da vida, C. mydas apresenta habitos onivoros, tornando-se
progressivamente herbivora a medida que atinge a fase juvenil (BJORNDAL, 1997).
Por alimentar-se de uma variedade de plantas aquéticas e algas, a espécie esta
exposta aos efeitos do uso do solo das areas de alimentacdo que sdo locais da
costa litoranea de diversas areas do globo para onde os individuos juvenis dirigem-
se ao atingirem um comprimento retilineo de carapaca entre 20 a 30 cm. Estes
locais constituem os “habitats de desenvolvimento® da espécie, que permanece
associada a bancos de algas, utilizados para sua alimentagdo (MORTIMER, 1982;
SPOTILA, 2004). Os individuos juvenis podem permanecer em uma mesma area de
alimentacdo ou se deslocar entre elas, e mantém-se nestas areas pela maior parte
do seu ciclo de vida, onde se desenvolvem até atingirem a maturidade sexual
(BALAZS, 1980; GULKO; ECKERT, 2004), que normalmente ocorre entre 25 e 50
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anos de idade (CHALOUPKA et al., 2004). Os adultos entdo migram por longas
distancias, sendo principalmente as fémeas que se dirigem ao local onde nasceram
para reproduzir e desovar em praias, comportamento conhecido como natal homing
ou filopatria (CARR, 1967; CARR et al., 1978; MEYLAN et al., 1990.).

As principais areas de desova da tartaruga-verde estdo localizadas em ilhas
oceanicas: llha da Trindade/ES, Reserva Biologica do Atol das Rocas/RN e
Arquipélago de Fernando de Noronha/ PE. Também ha registros de desova no
Litoral Norte da Bahia, além de raros registros nos estados do Rio Grande do Norte,
Sergipe, Espirito Santo e Rio de Janeiro (MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011a).

Figura 2 - Distribuicdo geografica mundial de Chelonia mydas.

Fonte: IUCN - Red List of Threatened Species (2019)
Legenda: A area em marrom corresponde a area de ocorréncia das tartarugas-verdes no mundo.

3.3 IMPORTANCIA ECOLOGICA DAS TARTARUGAS-MARINHAS

As tartarugas-marinhas tem uma grande importancia cultural, para
comunidades indigenas e caicaras, além de sua importancia econémica, uma vez
gue incentivam o ecoturismo em todo o mundo (DOBBS, 2001; GULKO, ECKERT,
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2004). No entanto, esses animais desempenham papeis fundamentais, muitas vezes
negligenciados, nos ecossistemas marinhos que serdo descritos nos paragrafos
seguintes.

O casco é uma caracteristica que confere protecdo para os representantes
dos Testudines. Esta caracteristica permite que esses animais sejam verdadeiros
lares para epibiontes, garantindo taxas de dispersdao (RAWSON et al., 2003) e
forrageamento (FRICK et al., 2004) e assim sobrevivéncia (DELLINGER et al., 1997)
aumentadas para esses organismos que ficam fixados em seus cascos. Ao carregar
cracas, algas e outros epibiontes as tartarugas-marinhas fornecem alimentos para
peixes e camardes que limpam seu casco. Ainda, as tartarugas-marinhas fornecem
alimento por serem presas, principalmente quando ovos ou filhotes recém-nascidos
(GYURIS, 1994). Ovos que ndo eclodiram, provém uma concentracdo importante de
nutrientes vitais para dunas, que sao ecossistemas com baixa disponibilidade de
elementos como nitrogénio, fésforo e potassio, permitindo o crescimento de
vegetacdo (BOUCHARD, BJORNDAL, 2000; HANNAN et al., 2007). Esses
nutrientes sao trazidos de areas de forrageamento distantes, permitindo a ciclagem
de nutrientes de ecossistemas marinhos pra ecossistemas terrestres (BJORNDAL,
2003).

As tartarugas-cabecuda possuem mandibulas fortes que as permitem se
alimentar de presas duras, como crustaceos, triturando as conchas dessas presas.
Os fragmentos resultantes da sua alimentacdo podem ser depositados no local onde
houve a alimentacdo ou em sitios mais distantes através das fezes das tartarugas.
Esse processo aumenta a taxa de reciclagem de nutrientes provenientes das
conchas em ambientes bentdnicos ou no fundo do mar (BJORNDAL, JACKSON,
2003).

As tartarugas-de-couro sado as que possuem maior tamanho dentre as sete
espécies e se alimentam de aguas-vivas, desempenhando importante papel como
predadoras desses animais (GIBBONS, RICHARDSON, 2009). O declinio das
populacbes de tartarugas-de-couro, juntamente com o declinio de espécies de
peixes também predadores por possuirem valor comercial, pode comprometer o
controle populacional de aguas-vivas (PURCELL et al., 2007).

As tartarugas-de-pente possuem uma boca em forma de bico que as permite
se alimentar de esponjas marinhas, mudando a composicao de espécies em recifes

de corais (MEYLAN, 1988). Estas competem por espaco com corais construtores de
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recifes. Sem as tartarugas-de-pente, as esponjas provavelmente mudariam toda a
estrutura dos recifes ao dominarem a comunidade (LEON, BJORNDAL, 2002).

Em mar aberto, tartarugas-marinhas, especialmente as tartarugas-olivas, ao
emergirem da agua para tomar sol, expbéem o centro de sua carapaca que se torna
uma superficie onde aves marinhas podem se proteger de predadores, descansar e
se alimentar de pequenos peixes que buscam protecdo. Dessa forma, sdo recursos
importantes para esses dois organismos marinhos (PITMAN, 1993).

As tartarugas-verdes sdo umas das poucas espécies de grandes herbivoros
gue se alimentam de ervas-marinhas, permitindo que haja aumento de produtividade
e ganho de nutrientes para esses organismos (BJORNDAL, 1980; THAYER, 1984).
Sem a constante pastagem, os bancos de algas crescem muito obstruindo correntes
e impedindo a incidéncia de luz, causando decomposi¢cdo (ZIEMAN et al., 1999;
JACKSON et al., 2001).

3.4 AMEACAS AS TARTARUGAS-MARINHAS

Em todo o mundo, as popula¢Bes de tartarugas-marinhas estdo em declinio
devido & atividades humanas (BJORNDAL, JACKSON, 2003). Todas as espécies de
tartarugas marinhas encontram-se ameacadas ou em risco de extincdo, de acordo
com a IUCN (MEYLAN, MEYLAN, 1999; IUCN, 2019; DUFFY, MARTINDALE, 2019),
e com a lista de espécies ameacadas do Brasil (ICMBIO, 2014).

Além das causas de mortes naturais, acdes antrépicas como destruicdo de
habitats (BUGONI et al., 2001), caca, pesca incidental ou intencional, alteracdes
climaticas, desenvolvimento costeiro, ingestdo de lixo, poluicdo dos mares
(WITHERINGTON, 2000), e a ocorréncia de patbgenos e doencas, véem
impactando negativamente na sobrevivéncia e na estrutura das populagcées de C.
mydas (BJORNDAL, 1995; HERBST, KLEIN, 1995A; LUTZ, 2002; VAN HOUTAN et
al., 2010; MARCOVALDI et al., 2011).

3.5 A FIBROPAPILOMATOSE

3.5.1 Caracterizagéo da doenca
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Uma doenca que vem preocupando a comunidade cientifica e os grupos de
conservacdo é a fibropapilomatose (FP). Trata-se de uma neoplasia benigna de
origem epitelial caracterizada por tumores cutaneos simples ou mudiltiplos, com o
tamanho variando entre 0,1 e 30cm de diametro, de aspecto verrucoso ou liso,
sésseis ou pedunculados, sendo encontrados principalmente em nadadeiras,
pescoco, cabeca, regides inguinal e axilar, e base da cauda (HERBST, 1994,
BAPTISTOTTE, 2007; ROSSI, 2007).

FP foi reportada acometendo Caretta caretta, Dermochelys coriacea,
Eretmochelys imbricata, Lepidochelys olivacea, Lepidochelys kempii e Natator
depressus, mas a espécie mais afetada € a Chelonia mydas, por motivos ainda
desconhecidos, recebendo o status de doenca panzodtica e emergente, tendo sido
reportada na grande maioria das bacias oceanicas onde esta espécie € encontrada
(HERBST, 1994; WILLIANS et al.,, 1994; AGUIRRE et al.,, 1999; ROSSI et al.,
2015a; JONES et al., 2016).

O tamanho e a quantidade de tumores podem comprometer a alimentacao,
natacdo, visdo e condi¢cdes fisioldgicas, levando a casos crbnicos de estresse,
imunodepressao e a faléncia de 6rgdos (HERBST, 1994; AGUIRRE, 1998; WORK,
BALAZS, 1999). Grandes massas cutaneas, quando ulceradas e necroticas, servem
como porta de entrada para patdgenos, contribuindo para possiveis ampliagdes de
mortalidade dos animais acometidos (HERBST, 1994). Sendo assim, considerada
uma doenca debilitante e fatal (AGUIRRE et al., 1998).

O primeiro relato de FP data de 1936 e se trata de um individuo de C. mydas
no aquario de Nova lorque, oriundo da Flérida, EUA (SMITH, COATES, 1938). Logo
depois, foi registrada em tartarugas-verdes de vida livre na Florida (LUCKE, 1938;
SMITH; COATES, 1938). No Brasil o primeiro relato ocorreu em 1986 na costa do
Espirito Santo também em C. mydas (BAPTISTOTTE, 2007). J& foram encontrados
individuos afetados por FP nos estagios de vida: juvenis, subadultos e adultos, ndo
existindo registro em filhotes e pés-filhotes (HERBST, 1994).

No Brasil, e em demais éareas do mundo, 0 monitoramento da
fibropapilomatose demonstram prevaléncias e manifestacdes clinicas variadas da
doenca (STACY, 2016). A prevaléncia registrada no Brasil (BAPTISTOTTE, 2016),
guando comparada com outros paises, possui uma frequéncia de leve a moderada,
sendo mais alta em alguns estados do nordeste como Ceara (32,59%), Rio Grande
do Norte (21,18%), Paraiba (26,06%), Alagoas (13,91%), Sergipe (13,92%), Bahia
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(22,66%), além de Espirito Santo (21,06%), Rio de Janeiro (20,20%) e Sao Paulo
(10,43%) entre os anos de 2000 e 2014.

No Brasil, foram realizados exames histopatologicos, imuno-histoquimicos,
ultra-estruturais e moleculares em amostras de tecidos tumorais, além de analises
hematoldgicas, bioquimicas e moleculares em sangue, com o objetivo de elucidar a
etiologia da FP em tartarugas-marinhas (MATUSHIMA et al., 1999, 2001, 2005;
MATUSHIMA, 2003; MONEZI et al., 2012). Estudos posteriores foram realizados,
visando a deteccao e caracterizacdo do ChHV5 (MEHNERT et al., 2001; MONEZI et
al., 2006; RODENBUSCH et al., 2012; GATTAMORTA, 2015; GATTAMORTA et al.,
2016a; GATTAMORTA et al.,, 2016b; MONEZI et al., 2016; ZAMANA, 2018).
Também foram desenvolvidos estudos sobre analise do perfil hematolégico e da
atividade celular de leucécitos sanguineos de animais com e sem 0S tumores
(ROSSI, 2007; ROSSI et al. 2009a; ROSSI et al. 2009b; ROSSI et al. 2013a e
2013b; ROSSI et al. 2016a; ZWARG et al. 2014); estudos sobre distribuicdo
anatbmica de fibropapilomas (SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2012a); indice de
condicdo corporal (SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2012b, 2013a, 2013b; ROSSI et
al., 2015b); proposta de escores para determinar o grau de severidade da doencga
(ROSSI et al.,, 2012a e 2013c, 2016b) e avaliacdo de leucécitos sanguineos e a
possivel relacao entre bifenilaspolicloradas e FP (ROSSI et al. 2012b; ROSSI et al.
2013d e 2013e; ROSSI, 2014; ROSSI et al., 2015c) e presenca de contaminantes
ambientais (SANCHEZ-SARMIENTO et al.,, 2011; SANCHEZ-SARMIENTO et al.,
2016; VILCA et al, 2013; PRIOSTE et al., 2014, PRIOSTE et al., 2015a; PRIOSTE et
al., 2015b; VILCA et al., 2015; PRIOSTE et al, 2016; FULLER, PRIOSTE,
MATUSHIMA, 2015).

O diagnostico da doenca pode ser realizado pela observacdo dos tumores,
que devem ser posteriormente confirmados por avaliacdo histopatolégica,
caracterizada por projecao papilar e marcante hiperplasia da epiderme, proliferacéo
de fibroblastos, presenca de feixes de fibra de colageno na derme e corpusculos de
incluséo (MATUSHIMA et al., 2001; MATUSHIMA et al., 2003; GREENBLATT et al.,
2005).

Herbst et al. (1998) utilizaram anticorpos de individuos inoculados
experimentalmente, que permitiu a confirmagéo para alphaherpesvirus em animais
positivos para as lesbes fibropapilomatosas, mas nao para animais que nao

apresentavam a lesdo. Estudos de transmissao, ja demonstravam o envolvimento de
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um virus envelopado na etiologia da FP (HERBST et al., 1995) e a presenca de
particulas associadas a tumores, sugerindo a infec¢ao por herpesvirus (JACOBSON
et al., 1991). As tentativas de isolamento do virus ndo foram bem-sucedidas (WORK
et al., 2009). Em 2017, em uma cultura organotipica de pele de tartaruga, incluindo
fibroblastos tumorais de fibropapiloma e queratindcitos de tartaruga, foi demonstrada
a formacao de corpusculos de incluséo intranucleares, evidenciando a atividade litica
do virus (WORK et al., 2017).

Em tartarugas-marinhas, achados necroscépicos associados ao herpesvirus
incluem hepatomegalia e edema pulmonar e ja foram observados corpusculos de
inclusdo em pulmdo, rim e pancreas na avaliagdo histopatolégica (MARSCHANG,
2011). A doenca do pulméo-olho-traquéia (LETD), observada em tartarugas-verdes
(JACOBSON et al.,, 1986), demonstrou a presenca de pneumonia associado a
presenca de herpesvirus conhecido como Chelonid herpesvirus 6 (DAVISON et al.
2009).

As tartarugas com grandes quantidades de tumores cutaneos também podem
apresentar tumores internos, localizados em pulmdes, coracéo, figado, rins e trato
gastrointestinal (BALAZS, 1998; WORK, BALAZS, 1999; AGUIRRE et al., 2001).
Estes sdo descritos como fibromas, mixofiboromas ou fibrossarcomas de baixo grau
de malignidade, mas que podem gerar disfuncéo organica e morte (WORK, 2016).
Alguns autores supdem que esses tumores viscerais estdo presentes na fase tardia
da doenca e sdo consideradas lesdes crénicas (JACOBSON et al., 1989). Lesbes
causadas por herpesvirus ja foram estudadas em outras espécies e os achados
histopatologicos e de microscopia eletrénica de transmissdo permitiram identificar a
presenca de corpusculos de inclusdo e virions em diversos tecidos (CATOI et al.,
2014). Alteracdes em 6rgados sdo comuns em animais no Havai (WORK et al., 2004).
No Brasil, poucos registros de tumores viscerais foram realizados, sugerindo uma
diferenca na manifestacdo da doenca aqui quando comparada com outros paises
(DUTRA; NASCIMENTO; FUTEMA, 2012; ROSSI et al.,, 2016; CRUZ-OCHOA,
2017).

No estado do Pernambuco, nodulos viscerais caracterizados como fibromas
foram descritos nos pulmdes, pele e estbmago, em Chelonia mydas (BRITO et al.,
2004). Um dos tumores internos de um animal do Brasil possuia caracteristicas
histol6gicas diferentes das descritas para tumores internos no Havai e foram

caracterizados como fibromas. Esses tumores estavam presentes em pulmoes,
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coracao e rins de Chelonia mydas provenientes do Aquario de Santos, Litoral Sul de
Sao Paulo, que também apresentavam tumores externos. No entanto, nesse estudo
nao foi realizada a deteccdo molecular do ChHV5 (DUTRA; NASCIMENTO;
FUTEMA, 2012). Em necropsias realizadas em tartarugas verdes acometidas pela
FP provenientes do Espirito Santo, Sdo Paulo e Bahia, foi registrada a presenca de
tumores internos, na cavidade oral e esb6fago (ROSSI et al., 2016). Em 2017 foi
relatada a presenca de fiboroma em pulmdes de tartarugas-verdes de Ubatuba/SP
(CRUZ-OCHOA, 2017).

3.5.2 Chelonid alphaherpesvirus-5, o agente infeccioso

Um alphaherpesvirus, Chelonid alphaherpesvirus-5 (ChHV5), tem sido
consistentemente detectado em testes moleculares (PCR) em tumores
(LACHOVICH et al., 1999; LU et al., 2000; QUACKENBUSH et al., 2001; HERBST et
al., 2004; ENE et al, 2005; DUARTE et al., 2012; PATRICIO et al.,, 2012;
RODENBUSCH et al., 2014; GATTAMORTA, 2015; MONEZI et al., 2016), sendo,
por isso, considerado fator etiolégico para a doenca (HERBST, KLEIN, 1995b;
HERBST et al., 1998). Contudo, alguns estudos sugerem a FP é uma doenca de
carater multifatorial, logo, pode também estar associada a fatores genéticos e
ambientais e ndo apenas a um agente infeccioso (BALAZS, 1991; JACOBSON et al.,
1991; ADNYANA et al., 1997; AGUIRRE et al., 1998; DUFFY et al., 2018; DUFFY,
MARTINDALE, 2019).

As analises filogenéticas das sequéncias de ChHV5 identificaram o género do
virus como Scutavirus, subfamilia Alphaherpesviridae, familia Herpesviridae ordem
Herpesvirales (MCGEOCH, GATHERER, 2005; ICTV, 2019). Os herpesvirus sao
constituidos por uma dupla fita de DNA linear, um capsideo de simetria icosaédrica e
um envelope lipidico com projecbes em sua superficie. Seus virions séo
envelopados e apresentam um tamanho entre 100-300nm, apresentam uma biologia
complexa, em funcdo de sua habilidade de estabelecer infeccbes latentes,
geralmente assintomaticas, por um longo periodo de vida em seu hospedeiro
(STRAUSS, STRAUSS, 2008).

A laténcia é estabelecida em um conjunto especifico de células, enquanto um
conjunto diferente de células € infectado durante a replicacdo do virus no

hospedeiro. Esta segunda fase € conhecida por ciclo litico ou de replicacéo, e
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normalmente é fatal para as células infectadas. Em alguns casos, no entanto, essas
infecgbes podem apresentar um quadro sintomatico grave, gerando repercussoes
clinicas severas, mesmo quando se encontra latente nos tecidos (STRAUSS,
STRAUSS, 2008).

Devido ao mecanismo de laténcia, os individuos infectados podem atuar como
reservatérios do virus, até o momento em que 0 agente seja reativado. Sob
condicles de estresse, exposicdo a radiacao ultravioleta ou alteracéo das condi¢cbes
imunologicas do hospedeiro, o patégeno migra até os tecidos em que desenvolve
sua replicacgéo, liberando particulas virais que podem entéo infectar novos individuos
mantendo-se na populacdo do organismo infectado (STRAUSS, STRAUSS, 2008;
GATTAMORTA, 2016a).

Apesar do mecanismo de laténcia ser conhecido para alguns
alphaherpesvirus, é pouco elucidado na literatura cientifica como isto ocorre com o
ChHVS5, assim como o mecanismo de infec¢do, sua viruléncia, variantes, o estagio
de vida e as taxas de mortalidade causadas em C. mydas pela FP (GATTAMORTA,
2016a). Testes para deteccdo de infeccbes subclinicas ou latentes ndo foram
desenvolvidos, sendo um dos aspectos mais relevantes na compreensdo da
resposta imunolégica a presenca do herpesvirus (HERBST et al.,, 1995). Em
tartarugas-verdes, acredita-se que uma série de fatores ambientais poderia
influenciar na reativacdo do virus, como uso do solo e presenca de poluentes
(BALAZS, 1991; ADNYANA et al., 1997, HERBST, KLEIN, 1995; VAN HOUTAN et
al., 2010).

A disseminacdo dos herpesvirus em geral pode ocorrer através da saliva,
secrecdes, aerossois, fezes, células infectadas, ou contato sexual. No entanto, esta
caracteristica do virus ainda ndo esta elucidada para ChHV5 (GATTAMORTA,
2016a; MONEZI et al. 2016; CHAVES et al., 2017). Além disso, é importante
ressaltar que o virus pode se disseminar mesmo na auséncia de lesdes (STRAUSS,
STRAUSS, 2006; DERUELLE, FAVOREEL, 2011). Em 2015, foi detectada pela
primeira vez a presenca ChHV5 em secregcdo oral de uma tartaruga-verde sem
tumores de Fernando de Noronha/PE (GATTAMORTA, 2015).

A deteccdo do DNA deste herpesvirus em tartarugas que nao apresentam
fibropapilomas sugere a deteccdo inicial de infeccdo subclinica ou reforca o
mecanismo de laténcia neste patégeno (PAGE-KARJIAN et al.,, 2012; ALFARO-
NUNES et al., 2014; GATTAMORTA et al., 2017). A maioria dos herpesvirus
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estabelece uma infecgéo sistémica pds-inoculacdo, quando o virus esta presente no
sangue (PAGE-KARJIAN et al., 2015). Em individuos infectados, a viremia é um
indicativo de replicacdo viral e pode ser detectada durante um primeiro evento de
infeccdo ou durante a reativacdo do virus depois de um periodo de laténcia
(PAILLOT et al., 2008).

Monezi et al. (2006) comprovaram a presenca de herpesvirus no sangue de
animais com fibropapilomas circulantes em aguas brasileiras, corroborando com os
dados encontrados por outros autores (HERBST, 1994; MEHNERT et al., 2001).
Page-Karjian e colaboradores (2015) encontraram DNA circulante de ChHV5 em
amostras de sangue de tartarugas sintomaticas e assintomaticas. Tal constatacéo
sugere um mecanismo fundamental de transporte do virus do local inicial da infeccéo
ou laténcia para a pele ou vice-versa. A determinacdo do modo de transmissao em
populacdes aparentemente livres de FP pode ter implicagcdes no desenvolvimento de
efetivas estratégias de controle e prevencao (HERBST et al., 2008). No entanto, na
literatura cientifica ainda sdo escassos o0s estudos que buscam detectar ChHV5 em
amostras de sangue de animais acometidos e ndo acometidos por FP (MONEZI et
al., 2016).

A forma como o ChHV5 é transmitido entre os individuos ainda ndo esta
esclarecida. A sanguessuga Ozobranchus sp. tem sido apontada com um candidato
a vetor do virus, por ser encontrada parasitando o epitélio destes animais e em
funcado das elevadas cargas virais detectadas nestes parasitas (GREENBLATT et al.,
2004). Em um estudo experimental, detectou-se que 0s herpesvirus capazes de
causar LETD podem permanecer no ambiente aquatico por até cinco dias, sendo
capazes de causar efeito citopatico em culturas de células (CURRY et al., 2000).

Além da deteccado de ChHV5 em tumores, o virus foi detectado em Chelonia
mydas com FP em pele (LU et al., 2000; QUACKENBUSH et al., 2001; PAGE-
KARJIAN et al., 2012), cérebro, nervos, lingua, tiredides, pulmdes, coracao, figado,
baco, rins, tecido periorbital, vesicula biliar, intestinos, vesicula urinaria, ovarios e
testiculos mesmo na auséncia de lesbes (LU et al., 2000). Também houve a
deteccdo em secrecdes orais, oculares e cloacais (GATTAMORTA, 2015; MONEZI
et al., 2016; CHAVES et al., 2017), sangue, urina e plasma (PAGE-KARJIAN et al.,
2015; PAGE KARJIAN et al., 2017). No trabalho de Lu e colaboradores (2000), para
maioria dos tecidos, de 80 a 90% foram positivos para o agente viral, diferentemente

das anéalises em figado e vesicula urinaria, onde 47-50% foram positivos.
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Quackenbusch et al. (2001) detectaram a presenca do agente em figado, cérebro,
gbnadas, coracdo e pulmdes em niveis significantemente mais baixos do que em
tumores, através de PCR quantitativo. Page-Karjian et al. (2017) encontrou em seu
estudo uma maior deteccdo de ChHV5 nos rins, seguido dos tumores.

Estudos recentes detectaram a presenca de ChHV5 em tartarugas néo
acometidas pelos tumores cutaneos (GATTAMORTA, 2015; ALFARO-NUNEZ et al.,
2016); secrecdes orais, oculares e cloacais (GATTAMORTA, 2015; CHAVES et al.,
2017); rins, coracéo, e nervos (PAGE-KARJIAN et al., 2017); sangue e urina (PAGE-
KARJIAN et al.,, 2015). Nestes mesmos animais, outros 6rgdos também foram
investigados para a presenca do herpesvirus dentre eles: cérebro, pulmdes, baco,
figado, musculo esquelético, vesicula biliar, jejuno, adrenais e génadas (LU et al.,
2000; PAGE-KARJIAN et al., 2017), sendo os resultados negativos.

A variabilidade na distribuicdo de tecidos onde ChHV5 foi detectado pode ser
atribuido a diferenca na sensibilidade dos métodos utilizados, assim como a
distribuicdo do DNA viral em cada animal no momento da coleta. Essa distribuicao
representa o retrato do agente no momento da morte da tartaruga, que depende do
estagio do ciclo da infeccdo, presenca ou auséncia de viremia e estado imune do
hospedeiro (PAGE-KARJIAN et al., 2017).

No Brasil, o agente viral foi detectado em tumores (RODENBUSCH et al.,
2014; GATTAMORTA, 2015; MONEZI et al., 2016; ZAMANA, 2018), secrecdes,
(GATTAMORTA, 2015; MONEZI et al., 2016) pele (GATTAMORTA, 2015; ZAMANA,
2018), cérebro (GATTAMORTA, 2015) e pulmbes (ZAMANA, 2018) de animais
acometidos pela FP. Segundo a presente revisdo, em tartarugas ndo acometidas
pela FP ha registro, apenas, da deteccdo em pele (GATTAMORTA, 2015; ZAMANA,
2018), secrecdes, cérebro (GATTAMORTA, 2015) e pulmdes (ZAMANA, 2018).

Em outras infeccBes ocasionadas por herpesvirus, infec¢des subclinicas e
latentes foram determinadas nos rins, nervos cranianos e tecidos linféides (CHEN;
HUDNALL, 2006; GILDEN et al.,, 2011). Page-Kargian e colaboradores (2017)
acreditam que, se o ChHV5 tiver comportamento semelhante aos demais
herpesvirus, esses podem ser possiveis locais de persisténcia viral.

Com base na sequéncia de nucleotideos, Herbst et al. (2004) e Ene et al.
(2005) determinaram quatro variantes virais na Florida, denominadas A, B, C e D,

sendo que diferentes espécies de tartarugas-marinhas da mesma area geografica
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compartiiharam a mesma variante, o que indica que a FP é geogréfica e/ou
regionalmente especifica.

Em 2012, Patricio e colaboradores obtiveram sequéncias detectadas em Porto
Rico e Golfo da Guiné. Em 2014, no Brasil, Rodenbusch e colaboradores
identificaram as variantes 1, 2 e 4 presentes em Ubatuba/SP e em 2015, Gattamorta,
detectou a mesma variante viral que a detectada por Patricio et al. (2012), o que
sugere que estes virus podem circular entre diferentes regides. Gattamorta (2015),
também investigou a possivel relacdo das variacées de sequéncias do ChHV5 e os
haplotipos de tartarugas-verdes em regifes da costa brasileira. Assim, foi possivel
detectar a presenca da mesma variante viral em secrecdes de individuos
pertencentes a haplétipos diferentes, demonstrando que o ChHV5 no Oceano
Atlantico pode infectar animais provenientes de diferentes areas de reproducao.

Morrison et al. (2018) demonstraram que ha diferencas consideraveis entre
cepas virais de acordo com a localizacdo geografica, através de uma analise multi-
loci. No Havai h& prevaléncia de tumores orais, que ndo sdo encontrados na Florida.
Também foi observado um declinio de casos no Havai, e aumento de casos na
Florida. Isto pode estar relacionado a variantes virais e, ao obter dados de
sequéncias, a variacdo geogréfica do agente e sua possivel relagdo com a
manifestacdo da doenca pode ser melhor compreendida (MORRISON et al., 2018).
O autor sugere a possibilidade de co-infeccédo interespécies possivelmente latente
por variantes geograficas diferentes gracas a migracdo das tartarugas-marinhas
durante sua vida, bem como a evolucdo dos virus por recombinagcédo, demonstrada
entre as cepas do Havai e da Flérida, o que pode ter impactado a viruléncia
(MORRISON et al., 2018).

Em outras infec¢des virais, estudos demonstraram que diferentes variantes
podem apresentar diferentes graus de viruléncia, assim como diferencas na
apresentacao e severidade da doenca (LAEGREID et al., 1993; KAASHOEK et al.,
1996; BERUMEN et al., 2001; ZHANG et al., 2001; YUNIS; JAROSINSKI; SCHAT,
2004).

3.6 FATOR AMBIENTAL

As tartarugas-verdes, por permanecerem em regides costeiras durante a fase

juvenil e de alimentacdo, sdo especialmente afetadas pela degradacdo das areas
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costeiras. Herbst, em 1994 foi um dos primeiros autores a propor uma possivel
relacdo entre a qualidade da agua e a presenca de tumores, sugerindo que
contaminantes quimicos presentes na agua possivelmente agiam como
imunotoxinas ou causavam danos diretos a nivel celular e/ou genético. Assim,
haveria a manifestacdo clinica ao romper a laténcia do ChHV5, como descrito na
literatura (HERBST, KLEIN, 1995b), facilitando a infeccéo ou a persisténcia da FP.

Fatores ambientais relacionados ao desenvolvimento demografico, as
atividades industriais e agronbmicas proximas a regides costeiras, baias e lagos
podem contribuir para o desenvolvimento doenca (BALAZS, 1991; ADNYANA et al.,
1997; FOLEY et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2010; VAN HOUTAN et al., 2010),
visto que sua prevaléncia em ambientes marinhos antropizados € maior do que em
individuos presentes em aguas mais profundas e distantes da costa (HERBST,
1994; ADNYANA et al., 1997; FOLEY et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2010; VAN
HOUTAN et al., 2010).

Fatores ambientais, como temperatura, correntes maritimas, profundidade,
luminosidade e pH também podem interferir na permanéncia de particulas virais
viaveis no ambiente (CURRY et al., 2000). A presenca de compostos organicos e
debris celulares podem estabilizar o virus e aumentar sua sobrevivéncia (CLARK et
al., 1998). Uma tendéncia sazonal foi observada na Florida, quando temperaturas
mais quentes da agua durante o verdo e outono promovem 0 crescimento das
lesdes (HERBST, 1994; HERBST et al., 1995).

Muitas das areas de alimentacdo encontram-se bastante impactadas pelas
atividades humanas, seja pelas alteracdes fisicas do habitat e de uso do solo, seja
pelo lancamento de efluentes sanitarios e industriais a que os animais estao sujeitos
durante a permanéncia nestas areas (BALAZS, 1991; HERBST, KLEIN, 1995;
ADNYANA et al.,, 1997; VAN HOUTAN et al., 2010). Este € o caso da regido de
Ubatuba/SP, que é particularmente sujeita a lancamento de efluentes sanitarios sem
tratamento prévio (SAO PAULO, 2018).

Reconhecido como uma importante &area de alimentacdo e reflgio de
tartarugas-verdes no Atlantico Sul (GALLO et al.,, 2006), o municipio de Ubatuba
possui uma populacao residente estimada em 89.747 habitantes (IBGE, 2018), mas
esta populacao pode aumentar significativamente em feriados e no verao.

Apenas 39% do esgoto da regido de Ubatuba € coletado pelo sistema de

esgoto sanitario, e destes 39%, 100% é tratado antes do lancamento em corpos
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d’agua na cidade (SAO PAULO, 2018). Das 78 praias do municipio, 24 s&o
monitoradas pela Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo - CETESB
semanalmente, conforme critérios definidos pela resolucdo do Conselho Nacional do
Meio Ambiente - CONAMA 274/2000. Em 2016, 50% (13) dos pontos monitorados
permaneceram Proprios para banho o ano todo, sendo que 8% (2) apresentaram
qualificagdo anual Otima e 42% (11) apresentaram qualificagdo anual Boa. Dentre os
demais pontos monitorados, 42% (11) receberam qualificacdo anual Regular e 8%
(2) apresentaram qualificacdo Péssima. Comparando-se com dados de 2015, as
praias do municipio de Ubatuba apresentaram piora na qualidade de suas aguas,
pois 0 numero de praias que permaneceram 100% do tempo Préprias para banho
diminuiu, aumentando o grupo das praias com classificacdo Regular e Péssima.

No relatério referente a 2017, elaborado pela CETESB, 57% (15) dos pontos
monitorados permaneceram 100% do tempo Préprios para banho, sendo que 11%
(3) tiveram classificagdo anual Otima e 46% (12) receberam classificagdo Boa.
Dentre os demais pontos, 31% (8) foram classificados como Regulares, 8% (2) como
Ruins e 4% (1) como Péssimos. Comparando-se com o ano anterior, as praias do
municipio de Ubatuba apresentaram melhora na qualidade de suas &guas. O
ndmero de praias que permaneceram 100% do tempo Proprias para banho
aumentou 7%, dentre essas as Otimas aumentaram 3%. Houve reducéo de 50% das
praias classificadas como Péssimas. O relatério de 2018 ainda néo foi divulgado.

Existe uma série de evidéncias que apontam para a infeccdo por ChHV5 nas
areas de alimentacdo: uma maior densidade de individuos nestas areas e a
possibilidade de contato entre estes individuos e variantes regionais do herpesvirus
comuns aos animais de cada uma destas areas ou regides (RODENBUSCH et al.,
2014; ENE et al., 2005; HERBST et al., 2004; QUACKENBUSH et al., 1998;
GATTAMORTA et al., 2017).

Estudos de Van Houtan e colaboradores (2010) apontam que 0 uso do solo
pode estar associado a maior prevaléncia de FP. Foram elaborados no Havai mapas
de uso do solo que associados a prevaléncia da doenca, demonstraram que
elevadas concentracbes de nitrogénio, processos de eutrofizacdo e presenca de
algas invasoras apresentaram relacdo com a maior frequéncia de animais com
lesdes cutaneas fibropapilomatosas (VAN HOUTAN et al., 2010). Este mesmo
trabalho encontrou aumento na concentracdo de arginina na dieta de tartarugas-

verdes, decorrente da proliferagcdo de macroalgas invasoras, que também tem sido
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associada ao aumento da prevaléncia da doenca. Em outro trabalho, os mesmos
autores demonstraram correlacdo entre a eutrofizacdo das areas com o aumento de
14 vezes na ingestao de arginina por Chelonia mydas (VAN HOUTAN et al., 2014). A
arginina € um regulador da atividade imune (PERANZONI et al., 2008), € um
importante componente das glicoproteinas presentes no envelope viral dos
herpesvirus e poderia contribui para a formagédo tumoral (MANNICK et al., 1994,
VAN HOUTAN et al., 2010, 2014)

No Brasil, foi encontrada uma maior prevaléncia de FP em animais residindo
em praias com baixa qualidade de agua. No entanto, este estudo baseou-se na
presenca de macrdfitas bentonicas e niveis de nutrientes, e ndo avaliou a poluigéo e
a presenca de contaminantes quimicos (DOS SANTOS et al., 2010).

A associacdo entre a alta prevaléncia de FP com a degradacdo dos
ambientes marinhos devido a atividades antropogénicas e poluicdo nas regides
costeiras ainda € pouco compreendida. O monitoramento da doenca em tartarugas-
marinhas € um indicador de saude dos ecossistemas marinhos (AGUIRRE, LUTZ,
2004).

A presenca de ChHV5 tanto em secregbes, como em sangue e saliva de
animais com FP vem sendo detectada nos EUA (PAGE-KARJIAN et al. 2015), na
Costa Rica (CHAVES et al., 2017) e no Brasil (MONEZI et al., 2006; GATTAMORTA
et al., 2016) e pode estar diretamente relacionada ao ciclo litico do agente e
apresentar uma das possiveis vias de infeccdo e disseminacéo do virus. Secrecdes
sdo apontadas como um dos carreadores de particulas virais, particularmente de
herpesvirus (PAGE-KARJIAN et al., 2015; MONEZI et al., 2006; 2016;
GATTAMORTA et al., 2016; CHAVES et al., 2017).

Além disso, a deteccdo de ChHV5 em diferentes tecidos nos permite avaliar a
presenca de uma mesma ou diferentes variantes virais através da comparacdo das
sequéncias de nucleotideos, favorecendo a compreensdao da relacdo parasita-
hospedeiro e sua associacdo com a laténcia do herpesvirus e possiveis rotas de
transmissdo viral (GATTAMORTA, 2015). H& uma forte preocupacdo com a
conservacao de tartarugas-marinhas, a relacdo entre o virus, sua forma de
transmissdo, as taxas de mortalidade em decorréncia da FP e a reposicdo das
populacdes ao longo do tempo (CAUGHLEY, SINCLAIR, 1994).

A discussdo sobre a laténcia de ChHV5 surgiu recentemente (ALFARO-

NUNEZ et al., 2014) e pode ter implicaces importantes na compreensdo dos
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mecanismos de infeccdo e, principalmente, na manifestacdo clinica da FP e outras
doencas associadas a herpesvirus em tartarugas-marinhas. A literatura relata a
necessidade de pesquisas que elucidem os mecanismos de infeccdo pelo
alphaherpesvirus, bem como a viruléncia deste agente, suas variantes e o estagio de
vida e as taxas de mortalidade de C. mydas decorrentes da doenca (JONES et al.,
2016; DUFFY, MARTINDALE, 2019).



48

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO, MANEJO E SELECAO DAS TARTARUGAS

Amostras teciduais foram coletadas na base do projeto TAMAR-Ubatuba, uma
vez que ha estrutura de reabilitacdo permitindo a permanéncia dos animais na base
antes da liberacdo e ao elevado numero de animais capturados anualmente devido
ao monitoramento existente nesta. No Brasil, no periodo de 2000 a 2005, 10.170
tartarugas-marinhas foram encontradas encalhadas, mortas ou vivas, sendo que
8.359 (82,2%) correspondem a tartaruga-verde (Chelonia mydas) (BAPTISTOTTE,
2007). No estado de Sao Paulo de 2000 a 2014, a prevaléncia de fibropapilomatose
foi de 10,43% (11.366) (BAPTISTOTTE, 2016).

Os animais sdo capturados incidentalmente em redes de pesca ou resgatadas
de encalhes em praias do litoral de Sdo Paulo e entregues as equipes
especializadas do Projeto TAMAR, sendo encaminhados ao Centro de Reabilitacdo
do Projeto na base de Ubatuba. A regido caracteriza-se como area de alimentacdo
de C. mydas, com alteragdes antropicas em funcdo do adensamento populacional
ligado a moradias permanentes e populacao flutuante, tendo em vista o turismo na
regido (GALLO et al., 2006).

Desde 2000, foi inserido na base de dados do Projeto TAMAR a categoria
“tumores”. Cada individuo capturado incidentalmente ou encalhado é analisado para
deteccdo de tumores externos e segue o0 protocolo padronizado para coleta de
amostras bioldgicas. Esse protocolo consiste no registro de dados como espécie,
sexo (quando possivel determinar), localizacdo, biometria (comprimento curvilineo
da carapaca [CCC], massa corporal [MC]), numero da marcacao, condi¢cdo geral
(morta/viva) e condi¢cdo corporal, entre outros. Os tumores sao classificados de
acordo com o tamanho, aspecto, formato, contorno e presenca de ulceracao
(BAPTISTOTTE, 20186).

As tartarugas-verdes deste estudo foram capturadas ou resgatadas nos
municipios de Ubatuba/SP (23°26°02” S, 45°04’16” W), em diferentes localidades de
Sao Sebastido/SP (23°45’36” S, 45°24°35” W), Illha Bela/SP (23° 46’ 41” S, 45° 21’
29” W) e Caraguatatuba/SP (23°37'13” S, 45°24’47” W) situados no Litoral Norte do
Estado de S&o Paulo, area costeira brasileira, onde ha ocorréncia de animais com e

sem fibropapilomas. Dentre os individuos com FP, 3 foram procedentes de auto de



49

infracdo ambiental no Arquipélago de Alcatrazes, S&o Sebastido/SP, e
encaminhadas para o Laboratorio de Patologia Comparada de Animais Silvestres -
LAPCOM, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade de
Sdo Paulo (USP). Autorizacdo SISBIO N° 32636-7; 32636-9 e CEUA N°
7501060717.

4.1.1 Obtencado das amostras de animais que vieram a 6bito

Nos animais que vieram a Obito foram realizadas necropsias na base do
Projeto TAMAR-Ubatuba e coletas amostras dos seguintes 6rgdos: gonadas, baco,
figado de C. mydas acometidas e ndo acometidas pela doenca. Vinte e quatro
dessas amostras foram provenientes do banco de tecidos armazenado no LAPCOM,
onde ja estavam disponiveis amostras de animais necropsiados em 2016. Destes,
10 eram tecidos de animais com FP e 14 de animais sem FP. Além desses, 3
animais com FP foram coletados em 2017 e mais 6 animais sem FP em 2018.

No total, no presente estudo 33 tartarugas-verdes foram analisadas para
figado, baco e gbnadas, sendo 13 acometidas pela fibropapilomatose e 20 nédo
acometidas pela doenca. Dos animais ndo acometidos, 6 tiveram pele e pulmdes
também analisados.

Foi feita a utilizacdo de material cirdrgico estéril (punch ou bisturi)
individualizado para cada animal e para cada fragmento de 6rgao coletado. Os
fragmentos retirados foram armazenados em microtubos contendo solucao de alcool
70% e mantidos a -20°C até chegarem ao Laboratério de Patologia Comparada de
Animais Silvestres (LAPCOM), localizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, onde foram mantidos a -80 °C até o

processamento.

4.1.2 Obtencédo das amostras de animais vivos

Em animais vivos, amostras de sangue foram colhidas por pun¢do do seio
venoso cervical em tubos estéreis com anticoagulante EDTA e amostras de pele e
tumor externo foram coletados através de bidpsia com a utilizagdo de material
cirurgico estéril (punch ou bisturi) individualizado para cada animal e para cada

fragmento de pele e tumor coletado. A regido a ser coletada foi previamente
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higienizada com solucdo de iodopolvidine e fragmentos de até 0,5 cm foram
retirados e armazenados em microtubos contendo solugéo de &lcool 70% e mantidos
a -20°C até chegarem ao Laboratdrio de Patologia Comparada de Animais Silvestres
(LAPCOM), localizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo, onde foram mantidos a -80 °C até o processamento.
Foram analisadas 70 amostras ao todo, sendo 36 de animais com FP e 34 de
animais sem FP. Destes, 50 foram coletados entre 2013 e 2016 apenas para sangue
e estavam armazenados a -80 °C no banco de tecidos do Grupo de Pesquisa sobre
Fibropapilomatose em Tartarugas Marinhas, Universidade de S&o Paulo, enquanto
20 foram coletados para sangue, pele e tumor (quando presente) entre 2018 e 2019.

4.2 AVALIACAO MOLECULAR

4.2.1 Preparagcdo das amostras e extracao de DNA

O processamento prévio das amostras para extracdo de DNA foi realizada no
LAPCOM da FMVZ-USP. Para a extracdo de DNA dos tecidos foi utilizado o método
com fenol-cloroférmio, estes foram submetidos a agitacdo em vortex e a 3 ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido, a -80°C, e descongelamento a 56°C. Uma
aliquota de 100pL do sobrenadante foi submetida ao protocolo de extracdo de DNA.

Para a extracdo das amostras de sangue foi utilizado do Kit de extracdo de
DNA Zymo Quick-gDNA Miniprep.

4.2.2 Extracao de DNA

Em uma aliquota de 200uL do sobrenadante de cada amostra foi adicionado
500uL de solucéo de lise (SDS 1%; 100 mM EDTA pH 8.0; 20 mM Tris-HClph 8;
agua MilliQ) e 10 uL de Proteinase K. A solucdo foi homogeneizada em vortex e
incubada overnight a 37 °C em termobloco. Apds incubacéo, 250uL de fenol e 250uL
de cloroférmio foram adicionados em cada microtubo, seguido de homogeneizacgéao e
centrifugacéo por 10 minutos a 12000 x g, a 4 °C para a separacao das fases. Uma
aliquota de 400 pL do sobrenadante foi transferida para outro tubo e adicionada
400uL de isopropanol. Esta solugéo foi incubada a -20 °C por duas horas e em
seguida foi centrifugada por 30 minutos a 12000x g a 4 °C, para precipitacdo do
pellet.
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O sobrenadante foi descartado por inversdo e cada pellet foi submetido a
lavagem com 1 mL de etanol 70%. A amostra foi novamente centrifugada por 10
minutos e em seguida o sobrenadante foi desprezado por inverséao de tubo.

Cada pellet obtido foi submetido a secagem em termobloco a 56 °C, por 10
minutos, e o material obtido foi eluido em 50 pL de TE pH 8 (10mm Tris-HCI; 1mm
EDTA), incubado por 10 minutos a 56 °C e armazenado a -20 °C até a realiza¢do da
reacao em cadeia pela polimerase (PCR).

O DNA obtido foi quantificado em Biotek Epoch Microplate Spectrophotometer

e somente amostras com mais de 0 ug/uL foram submetidas a Reagao de PCR.

4.2.3 Reacado em cadeia pela polimerase (PCR)

Para a deteccdo dos genes da DNA polimerase, de proteinas de capsideo,
glicoproteinas e da serina-treonina quinase do genoma de ChHV5 foram utilizados

0s primers especificados na tabela a seqguir:

Quadro 1: Sequéncia de primers e caracteriza¢do dos genes-alvo para ChHV5 utilizados.

Tamanho
Primers Gene-alvo Sequéncia dos primers (5°-3") do Referéncia
fragmento
' ‘ F: GTGGAACCCCGCCGGGTAAT
uLig | Froteina de capsideo 140pb | Alfaro-Nunez; Gilbert, 2014
gene UL18 R: TGATCCGGGCCGAGTAGCGG
; i F: CTAGATACATACTGGCCRTGCTCGTC
uLp7 | CGlicoproteina B gene 143pb | Alfaro-Nunez; Gilbert, 2014
uLz7 R: GCCAGCGACCATCCGGAG
: F: GACACGCAGGCCAAAAAGCGA
uLgo | DNA polimerase de ~480pb | Quackenbush et al., 2001
CFPHV R: AGCATCATCCAGGCCCACAA
- F: GACACGCAGGCCAAAAAGCGA
F-us3g |SiMmilarauma = ~700pb Gattamorta, 2016
serina/treonina quinase | R: AGCATCATCCAGGCCCACAA

Fonte: Elaborado pela autora.

A amplificagdo de cada uma das sequéncias-alvo foi realizada conforme os
seguintes protocolos: os genes UL18 e UL27, segundo Alfaro-Nunez et al., 2014, os
genes da DNA polimerase, conforme Quackenbush et al., 2001 e os genes F-US3B
de acordo com Gattamorta, 2016b.

Alfaro & Gilbert (2014) e Alfaro-Nunez e colaboradores (2016), em seus
trabalhos ja discutiam que metodologias que utilizam primers que amplificam

sequéncias menores, como o UL18 (140 pb) e UL27 (143 pb), em compara¢do com
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aguelas que utilizam primers que amplificam sequéncias maiores, como o UL30 (480
pb) e F-US3B (700 pb), demonstram maior sensibilidade para a deteccédo do ChHV5.
Uma amostra foi considerada positiva quando apresentou resultado positivo

na deteccao do agente viral para pelo menos um dos quatro genes avaliados.

4.2.4 Leitura e analise dos produtos da PCR

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese horizontal (25uL DNA
amplificado acrescido de 2uL de corante Gel Loading Buffer em gel de agarose 2%
(2 mg de Agarose Ultra-Pure; 100 ml TBE 0,5X [44,58 M Tris-Base; 0,44 M acido
borico; 12,49 mm EDTA]) acrescido de tampéo corrida TBE 0,5X pH 8 a 110V/50Ma.
O gel foi corado com SYBR Safe DNA Gel Stain e visualizado com luz ultravioleta
(UV) em camara escura (Alphalmager). As amostras que revelaram bandas de DNA
do tamanho do fragmento de cada gene e de acordo com o controle positivo foram

consideradas positivas para a reacdo de PCR.

4.2.5 Purificagdo e sequenciamento de nucleotideos

Os produtos da PCR foram recortados do gel de agarose e purificados
utilizando o Kit lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).
Apés a purificacdo, os produtos foram submetidos ao sequenciamento (Sanger),
realizado por laboratério especializado.

4.2.6 Analises das sequéncias

As sequéncias obtidas foram submetidas a andlise qualitativa do
eletroferograma pelo programa PHRED (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph)
e apenas aquelas com valores superiores a 20 phred foram aceitas e analisadas
utilizando os programas BioEdit 5.0.6 (HALL, 2001) e MEGA 6.0 (TAMURA et al.,
2011), alinhadas com Clustal W (THOMPSON; GIBSON; HIGGINS, 2002), gerando
um contig a partir das sequéncias senso e antisenso. Os contigs foram submetidos a
analise de similaridade através do programa BLAST- Basic Local Alignment Search
Tool (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (ALTSCHUL et al., 1990) para avaliar a

homologia entre as sequéncias obtidas e aquelas disponiveis no Genbank. Neste
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estudo, foram submetidos ao sequenciamento os produtos da PCR detectados pelo
primer correspondente a DNA polimerase do ChHVS5 (UL30).

4.2.7 Analise filogenética

As sequéncias do gene estudado (DNA polimerase de ChHV5) foram
alinhadas com sequéncias similares disponiveis no Genbank. A arvore filogenética
foi elaborada com o programa MEGA 6.0 (TAMURA et al.,, 2011), utilizando o
Método de Agrupamento de Vizinhos, o modelo Jukes-Cantor e a confiabilidade dos

ramos da arvore filogenética foi testada com 1000 repeticBes de bootstrap.

4.3 ANALISE DE PARAMETROS DE QUALIDADE DA AGUA DO MAR

Para a determinacdo da qualidade da dgua do mar e sua correlacdo com 0s
escores de tumor e condicdo corpdrea dos animais, foram realizadas coletas de
amostras de agua dos pontos de captura dos animais. Para avaliar o grau de
poluicdo das aguas foram avaliados o0s seguintes parametros: Coliformes
Termotolerantes, Bactérias Heterotroficas, pH, oxigénio dissolvido (OD), Carbono
Organico Total, Nitrogénio amoniacal total, Nitrato, Nitrito e Polifosfatos. Foram
realizadas duas coletas, uma em novembro de 2018 e outra em abril de 2019, nas
praias de Camburi, Cedro e Barra Seca do municipio de Ubatuba.

As coletas e foram realizadas de acordo com os métodos preconizados na
Resolucdo CONAMA 430/2011 (que alterou a Resolucdo CONAMA 357/2005), pela
CETESB e pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater e
as analises foram realizadas por laboratorios especializados. Os parametros
selecionados foram escolhidos pela sua relagdo com a entrada de matéria organica

de origem antrOpica, particularmente esgoto sanitario, nos ambientes aquaticos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DADOS BIOMETRICOS E ESCORE DA FIBROPAPILOMATOSE

5.1.1 Animais necropsiados

Foram analisados 33 animais que vieram a Obito e passaram por necropsia na
base do Projeto TAMAR-Ubatuba. Os animais amostrados neste estudo
apresentavam um CCC (comprimento curvilineo de carapaca) médio de 42,8 cm (+
6,71) com valor minimo de 31,0 cm e maximo de 59,0 cm.

Dentre estas tartarugas analisadas, 87,88% (29/33) eram fémeas e 12,12%
(4/33) machos.

Nesta analise, a prevaléncia de animais com fibropapilomatose foi de 39,39%
(13/33). De acordo com banco de dados do Projeto TAMAR apresentados no
relatério National Oceanic and Atmospheric Administration - NOOA, a média de
prevaléncia de C. mydas acometidas pela FP no estado de S&o Paulo no periodo de
2000 a 2014 foi de 10,43% (n=11366) (BAPTISTOTTE, 2016).

O monitoramento da fibropapilomatose em muitas regides do mundo tem
demonstrado comportamentos e prevaléncias variados da doenca. No Brasil, a
prevaléncia quando comparada as populacbes estudadas em outras areas,
apresenta frequéncias de baixas a moderadas (STACY, 2016).

Nos animais com FP, os tumores foram quantificados e classificados de
acordo com o tamanho, segundo a proposta de Work & Balazs (1999): A (< 1cm), B
(1cm < FP < 4cm), C (4cm < FP <10cm) e D (> 10cm), anotando-se a localizacao
nas regifes anatébmicas de acordo com SANCHEZ-SARMIENTO et al. (2012b).

A classificacdo de Work & Balazs (1999) foi utilizada para o calculo de indice
de fibropapilomatose (FPI) de acordo com ROSSI e colaboradores (2016b),
utilizando a equacéo (1), onde Nx € o numero de tumores de cada categoria de

tamanho que foi quantificado em cada animal.
FPI=0.1 x Na+ 1% Ng+ 20 %X Nc +40 x Np (2)
Os resultados desta equacéo permitiram classificar o grau de severidade da

doenca ou escore da fibropapilomatose (FPS) em trés grupos: (1) “leve” (FPI < 40),
(2) “moderado” (40 < FPI1 <120) e (3) “severo” (FPI = 120).
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A seguir, é apresentado o numero de tartarugas de acordo com sua condi¢édo
corpoérea e escore de FP (FPS) determinado através do FPI:

Tabela 1 - Nimero de tartarugas por condicdo corpérea e FPS

Condicao corporea\FPS Leve Moderado Severo Total
Bom 3 0 0 3
Regular 2 0 2 4
Ruim 5 1 0 6
Total 10 1 2 13

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: FPS, escore de fibropapilomatose.

Analisando os dados, de acordo com o que foi disposto a partir dos dados da
Tabela 1, ndo foi possivel encontrar uma relacao direta entre a condi¢cdo corporal e
grau de severidade da FP, uma vez que 5 tartarugas classificadas com escore de FP
leve apresentaram uma condi¢do corpérea ruim. Estes achados estdo de acordo
com o trabalho de Rossi (2014).

Segundo o calculo do indice de fibropapilomatose, 76,9% (10/13) dos animais
apresentaram escore tumoral leve, 15,4% (2/13) tiveram escore severo, enquanto
apenas 1 animal (7,7%, 1/13) foi classificado com grau moderado de FP. Os
resultados estdo de acordo com os dados analisados por Rossi e colaboradores
(2016b). Baptistotte (2007) apresentou resultados semelhantes, tendo observado
gue as tartarugas-verdes encontradas no Brasil apresentam um grande numero de
pequenos tumores (categoria de tamanho A e B) enquanto no Havai, encontram-se
grandes tumores em menor quantidade, considerando o escore proposto por Work &
Balazs (1999).

Estudos moleculares sugerem que o Chelonid alphaherpesvirus-5 (ChHV5) é
0 agente etiologico da FP, demonstrando uma frequente associacao da presenca de
DNA de ChHV5 em tecidos tumorais (LACHOVICH et al., 1999; LU et al., 2000;
QUACKENBUSH et al., 2001; HERBST et al., 2004; ENE et al., 2005; DUARTE et
al., 2012; PATRICIO et al., 2012; RODENBUSCH et al., 2014; GATTAMORTA, 2015;
MONEZI et al., 2016; ZAMANA, 2018; DUFFY et al., 2018; DUFFY, MARTINDALE,
2019).

Os herpesvirus apresentam uma biologia complexa, em funcdo de sua
habilidade de estabelecer infec¢bes latentes, geralmente assintomaticas, por um
longo periodo de vida em seu hospedeiro. A laténcia é estabelecida em um conjunto

especifico de células que s&o normalmente ndo permissivas ou semi-permissivas ao
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crescimento viral (STRAUSS, STRAUSS, 2008). Assim no presente trabalho,
buscou-se fazer a deteccdo do ChHV5 em C. mydas com e sem FP mesmo em
orgaos sem lesdo, buscando assim compreender o processos de laténcia e
disperséo viral nesses animais.

Foram realizadas avaliagbes moleculares de 32 amostras de gonadas, 33 de
figado e 32 de bagco dos 33 espécimes deste estudo. Das tartarugas-verdes
amostradas, 13 possuiam tumores cutaneos e 20 ndo apresentavam tumores.
Nenhum dos 6rgdos analisados neste estudo apresentava tumores.

Para detectar a presenca do virus, foi realizada reagcdo em cadeia pela
polimerase (PCR) convencional sendo utilizados 4 genes, de acordo com Alfaro-
Nunez & Gilbert (2014), Quackenbush et al. (2001) e Gattamorta, (2015). Uma
amostra foi considerada positiva quando apresentou resultado positivo na deteccao
do agente viral para pelo menos um dos quatro genes avaliados.

De 20 animais sem tumores, 6 animais foram coletados em 2018 e analisados
para pele, pulmdes, gbnadas, figado e baco, e 14 animais ja haviam sido
previamente analisados para pele e pulmbdes (ZAMANA, 2018), sendo avaliados
neste estudo, a presenca do virus em génadas, figado e baco.

A Tabela 2, apresenta o numero de tecidos (tumor, pele, pulmdes, gbnadas,
baco e figado) onde ChHV5 foi detectado através de PCR convencional, por grau de
severidade da doenca (FPS) proposto por Rossi et al. (2016b):

Tabela 2 - NUmero de 6rgdos positivos para ChHV5 por FPS

FPS Leve Moderado Severo
No. de 6rgédos positivos para ChHV5 3-6 4 6
No. de animais com FPS 10 1 2

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: No, nimero; FPS, escore de fibropapilomatose.

Para os 2 individuos com FPS severo, o niumero de tecidos onde ChHV5 foi
detectado € maior (6). Estes resultados nos mostram que possivelmente em animais
com escore de FP severo, a infecgcao por ChHV5 esteja disseminada, podendo ser
detectado em uma maior numero de tecidos. Para escore moderado, s6 temos um
unico individuo para analisar e para o escore leve, o numero de tecidos com a
deteccéo viral pode variar de 3 a 6.

E possivel, que a ndo deteccdo do virus em alguns 6érgdos tenha relagdo com

uma baixa carga viral nestes tecidos que nao apresentam lesdes (QUACKENBUSH
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et al.,, 2001; ALFARO-NUNEZ et al., 2016). Assim, novos estudos se fazem
necessarios para contribuir na elucidacdo da patogenia da doenca. Além disso, o
grau severo da doenca apresenta maior probabilidade de disseminacdo do virus no
ambiente.

A Tabela 3 mostra o nUmero de amostras positivas para o ChHV5 em baco,
figado e ovéario por FPS. Nao houve coleta de animais machos com FP, assim a

analise para testiculos ndo pode ser realizada.

Tabela 3 - Nimero de amostras de baco, figado e gbnada positivos para ChHV5 por FPS.

Orgdos\FPS Leve Moderado Severo
Baco 7 0 2
Figado 2 0 2
Ovério 8 1 2
Total 10 1 2

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: FPS, escore de fibropapilomatose.

Nos trés graus de severidade de FP, nota-se a deteccdo molecular em ovario,
sendo este um Orgdo importante para mais estudos relacionados a transmissao

sexual e vertical de ChHV5 em tartarugas-marinhas.

5.1.2 Animais vivos

Foram analisados 70 amostras de sangue coletadas de animais vivos. Destes
50 foram coletados entre 2013 e 2016 e 20 entre 2018 e 2019. Os animais
amostrados neste estudo apresentavam um CCC (comprimento curvilineo de
carapaca) meédio de 41,3 cm (x 8,47) com valor minimo de 29,0 cm e maximo de
84,0 cm, assim, todos os individuos amostrados foram classificados como juvenis.

A prevaléncia de animais com FP foi de 51,42% (36/70). Em 19 animais vivos
acometidos pela FP coletados, foi anotado a condigdo corpérea (ruim, regular e
bom) e seus tumores foram contados e classificados de acordo com Work & Balazs
(1999) permitindo assim que fosse calculado o grau de severidade da doenca
segundo a equacao (1).

A sequir, sdo apresentados os valores referentes as 19 tartarugas acometidas
pela doenca, amostradas neste estudo, de acordo com sua condicdo corporea e

escore de FP (FPS) determinado através do FPI:
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Tabela 4 - Namero de tartaruga por condicdo corporea e FPS

Condicao corporea\FPS Leve Moderado Severo Total
Bom 8 3 3 14
Regular 3 1 1
Ruim 0 0 0
Total 11 4 4 19

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: FPS, escore de fibropapilomatose.

Analisando os dados apresentados na Tabela 4, assim como para animais
necropsiados, ndo foi possivel encontrar uma relacdo direta entre a condicao
corporal e grau de severidade da FP, achados que estdo de acordo com os
resultados de Rossi (2014).

Segundo o célculo do indice de fibropapilomatose, 58% (11/19) dos animais
apresentaram escore tumoral leve, 21% (4/19) escore moderado, 21% e (4/19) com
escore severo de FP. Estes dados, assim como os dados apresentados na Tabela 1,
estdo de acordo com a literatura demonstrando que as tartarugas-verdes
encontradas no Brasil apresentam um grande numero de pequenos tumores (ROSSI
et al., 2016b; BAPTISTOTTE, 2007).

A maioria dos herpesvirus estabelece uma infeccéo sistémica pos-inoculacgéo,
acompanhada de um viremia associada as células, onde o virus esta presente no
sangue. Em individuos infectados, a viremia € geralmente indicativa de replicacao
viral e pode ser detectada durante uma infec¢éo primaria ou durante a reativacao do
virus ap6s um periodo de laténcia (PAILLOT et al. 2008).

Assim, o presente estudou buscou detectar a presenca de ChHV5 através de
PCR convencional em sangue, pele e tumor de animais acometidos pela FP. Quatro
genes alvo do virus, com diferentes tamanhos (pb) foram utilizados, segundo o
descrito na literatura, para permitir uma maior sensibilidade na deteccdo: Alfaro-
Nunez & Gilbert (2014), Quackenbush et al. (2001) e Gattamorta (2015).

Uma amostra foi considerada positiva quando apresentou resultado positivo
na deteccao do agente viral para pelo menos um dos quatro genes avaliados.

A Tabela 5, apresenta o numero de tecidos (tumor, pele e sangue) onde
ChHV5 foi detectado através de PCR convencional, por grau de severidade da

doenca:
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Tabela 5 - Namero de tecidos positivos para ChHV5 por escore de FP (FPS)

FPS Leve Moderado Severo
No. de tecidos positivos para ChHV5 2-3 0-2 3
No. de animais com FPS 6 2 1

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: No, nimero; FPS, escore de fibropapilomatose.

Para um Unico individuo com FPI severo, o nimero de tecidos onde ChHV5
foi detectado é maior (3), assim como aconteceu nos 6rgaos internos de animais
necropsiados. Estes resultados nos mostram que possivelmente em animais com
escore de FP severo, a infeccdo por ChHV5 esteja disseminada, podendo ser
detectado em uma maior niumero de tecidos. Para escore moderado, 2 individuos
foram analisados: 1 com dois tecidos positivos para o virus e outro onde apenas pele
e sangue foram coletados e considerados negativos. Nos 6 animais com escore
leve, variou de 2 a 3 0 numero de tecidos onde se detectou o virus.

A Tabela 6 mostra 0 numero de amostras positivas para o ChHV5 em tumor,

pele e sangue por grau de severidade da FP (FPS).

Tabela 6 - NUmero de amostras de tumor, pele e sague positivos para ChHV5 por FPS.

Tecidos\FPS Leve Moderado Severo
Tumor 6 1 1
Pele 6 1 1
Sangue 1 0 1
Total 6 2 1

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: FPS, escore de fibropapilomatose.

Analisando-se os dados da Tabela 6, podemos observar que a deteccéo do
virus em sangue se deu tanto em animal com escore de FP leve como severo. Uma
vez que a deteccdo de ChHV5 em sangue € um indicativo de viremia, podemos
supor que a replicacdo viral independe da severidade desta doenca. Ja a deteccédo
em pele e tumor é frequente nos 3 graus de FPI.

Os resultados apresentados reforcam evidéncias de diferencas da
manifestacdo clinica da FP entre diferentes regides geograficas. Tais diferencas
podem ocorrer devido a diferentes variantes virais que podem apresentar diferentes
graus de viruléncia, assim como diferencas na apresentacdo e severidade da
doenca (LAEGREID et al., 1993; KAA SHOEK et al., 1996; BERUMEN et al., 2001;
ZHANG et al.,, 2001; YUNIS; JAROSINSKI; SCHAT, 2004). Além disso, fatores

ambientais relacionados ao desenvolvimento demogréfico, as atividades industriais e
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agron6micas préximas a regifes costeiras, baias e lagos podem contribuir para o
desenvolvimento da doenca (BALAZS, 1991; ADNYANA et al., 1997; FOLEY et al.,
2005; DOS SANTOS et al.,, 2010; VAN HOUTAN et al., 2010), visto que sua
prevaléncia em ambientes marinhos antropizados € maior do que em individuos
presentes em &guas mais profundas e distantes da costa (HERBST, 1994;
ADNYANA et al.,, 1997; FOLEY et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2010; VAN
HOUTAN et al., 2010).

Trabalhos relatam que tartarugas com grandes quantidades de tumores
cutaneos podem apresentar tumores internos, (BALAZS, 1998; WORK, BALAZS,
1999; AGUIRRE et al., 2001), assim era esperado que a detec¢do molecular do virus
também pudesse ser maior em animais onde o grau de severidade da doenca é
maior. Como avaliado na revisdo da literatura, no Brasil, h4 poucos registros de
tumores viscerais, talvez indicando uma diferenca na manifestacdo da doenca
quando comparada com outros paises. Essa carateristica, bem como, deteccdo
molecular em orgdos ndo correspondente com o escore de FP, podendo ser
resultado de diferentes variantes virais encontradas nas diferentes regides
geograficas (MORRISON et al., 2018) além de fatores ambientais (BALAZS, 1991,
ADNYANA et al., 1997; VAN HOUTAN et al., 2010).

A avaliacdo das carateristicas quantitativas e qualitativas é importante para
uma melhor compreensdo da patogénese da FP e fatores que modulam o
desenvolvimento de tumores e seu impacto na saude de cada individuo (ROSSI et
al., 2016b). Novos estudos avaliando a carga viral em 0rgdos internos séao
necessarios para elucidar a patogenia da doenca. No caso de animais com grau
severo de FP sdo necessarios trabalhos avaliando se a disseminacdo do ChHV5 no
ambiente € maior gracas a estes individuos. Page-Karjian et al. (2015) através de
gPCR demonstrou que a média de copias de DNA viral na urina de animais com FP
€ maior do que em animais sem FP, sugerindo que animais com tumores podem
disseminar quantidades relativamente maiores de DNA de ChHV5 na urina do que
em animais sem tumores. Estudos desse tipo seriam interessantes para diferentes

graus de severidade da doenca.
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5.2 DETECCAO MOLECULAR DE ChHV5 EM TECIDOS

Fibropapilomas podem se desenvolver na superficie de tartarugas-marinhas
incluindo carapaca, plastrdo e até cornea. Também podem ser encontrados
internamente na cavidade oral, es6fago, coracdo pulmdes, rins, figado, baco,
sistema gastrointestinal e musculo esquelético (ADNYANA et al., 1997; BALAZS et
al., 1998; WORK et al., 2004), principalmente no Havai.

Os achados de fibromas e fibropapilomas em cavidade interna sdo pouco
frequentes e estudados no Brasil. Os estudos destes animais, no Brasil, apontam
para a presenca de FP principalmente em nadadeiras (BALAZS et al., 1997,
AGUIRRE et al., 1998; WORK et al., 2004; BAPTISTOTTE, 2007; SANTOS et al.,
2010). No Brasil foram descritos em animais com tumores internos em pulméo e
estbmago no Estado do Pernambuco (BRITO et al., 2004), em corac¢ao e rins no
litoral sul de Sdo Paulo (DUTRA; NASCIMENTO; FUTEMA, 2012), na cavidade oral
e esOfago no Estado do Espirito Santo (ROSSI et al.,, 2016) e em um pulmdes,
caracterizado como fibroma, em um individuo proveniente de Ubatuba/SP por Cruz-
Ochoa (2017) e molecularmente analisado para ChHV5 por Zamana (2018).
Recentemente Diaz-Delgado e colaboradores (2019), descreveram um sarcoma
fibromixoide multicéntrico pulmonar de baixo grau com evidéncias moleculares de
infeccdo por ChHV5 em uma tartaruga-de-couro (Dermochelys coriacea).

A seguir sdo apresentados os resultados da deteccdo de ChHV5 em tecidos
de C. mydas acometidas e ndo acometidas pela FP através da técnica de PCR
convencional. Para a andlise das amostras de sangue total foi utilizado o primer do
gene da DNA polimerase (UL30), como encontrado nas analises feitas na literatura
(LU et al.,, 2000; QUACKENBUSH et al., 2001; MONEZI et al.,, 2006; PAGE-
KARJIAN et al., 2015). Nas amostras de tumor, pele, pulmdes, génadas, figado e
baco foram utilizados os primers UL30, UL18, UL27 e F-US3B, a fim de se obter
uma maior sensibilidade na deteccdo do ChHV5. Além disso, foi realizada a analise
para pele e pulmdes de 6 animais coletados. Zamana (2018) realizou a analise das
peles e pulmBes dos outros 14 animais sem FP que tiveram gbnadas, figados e
bacos também analisados neste estudo.

Nos 34 animais vivos, sem FP analisados, 14,71% (5/34) das amostras de
sangue foram positivas para ChHV5. Nos 20 animais sem FP necropsiados

analisados, o virus foi detectado em 84,21% (14/16) das amostras de ovarios,
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66,66% dos testiculos (2/3), 84,21% (16/19) dos bacos e 60,0% (12/20) dos figados.
Avaliando conjuntamente os resultados do presente estudo e do trabalho de Zamana
(2018), temos de um total de 94,74% (18/19) de positivos para os pulmdes e 40%
(8/20) para as amostras de pele dos animais sem a doenca. Os resultados obtidos
neste estudo bem como os resultados da andlise realizada por Zamana (2018) sao

apresentados nos gréficos a seguir:

Gréfico 1- Porcentagem de C. mydas positivas para ChHV5 por tecido (pele, pulmdes, ovarios,
testiculos, figado, baco e sangue) de animais sem FP
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Fonte: Elaborado pela autora.

Page-Karjian e colaboradores (2017) ao analisar 5 tartarugas sem
fibropapilomatose, detectou o virus apenas em coracao, rins, nervo Optico e plexo
braquial em animais da Florida. Lu e colaboradores (2000), ndo detectaram o ChHV5
em orgaos (pele, pulmdes, rins, coracdo, baco, figado, lingua, nervo, cérebro,
vesicula biliar, peritbneo e testiculos) de animais sem fibropapilomatose das ilhas
havaianas.

Segundo revisdo bibliografica aqui apresentada, detectamos apenas 2
trabalhos que descrevem a analise molecular de ChHV5 para 6rgaos de tartarugas-
marinhas, Zamana (2018) e Dias-Delgado et al (2019), sendo o ultimo em tartaruga-

de-couro. Os trabalhos no Brasil que descrevem tumores internos se basearam, em
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sua grande maioria, em achados necroscépicos e avaliagbes histopatoldgicas
(BRITO et al., 2004; DUTRA, NASCIMENTO, FUTEMA, 2012; ROSSI et al., 2016;
CRUZ-OCHOA, 2017).

Em 2015, Page-Karjian e colaboradores utilizando ensaio molecular
quantitativo (QPCR) com o gene alvo UL30, detectou o ChHV5 em amostras de
sangue de animais dos EUA, que foram divididos em 3 grupos: A, com sinais clinicos
de FP; B, com historico de FP, mas sem sinais clinicos e C, sem histérico de FP. As
analises foram realizadas em sangue total, detectando-se 33,3% (7/21), 46,2%
(6/13) e 25,8% (8/31), e em amostras de plasma, o percentual de detecc¢éo foi de
9,5% (2/21), 7,7% (1/13) e 6,5% (2/31) dos grupos A, B e C respectivamente.

Lu et al. (2000) ndo detectaram ChHV5 em células mononucleares isoladas
de sangue periférico de 3 animais com tumores através de nested PCR, assim como
Quackenbush et al. (2001), através de gPCR. Em 2006, Monezi e colaboradores,
através de nested PCR, detectaram a presenca de ChHV5 em 25% (4/16) das
amostras de sangue de animais com tumores de Ubatuba/SP. Para Page-Karjian et
al. (2015), a presenca do DNA viral em amostras de sangue, pode sugerir um
mecanismo de transporte viral para a pele de sitios de infeccéo inicial ou laténcia (ou
vice-versa).

O Gréfico 1 mostra que a detec¢do do ChHV5 em animais sem FP foi maior
em pulmdes, ovarios, testiculos, baco, figado, pele e sangue.

No Grafico 2, sdo apresentados os resultados da analise de animais com FP
em amostras de sangue de 36 animais vivos e tumor, pele, ovarios (s6 foram
coletadas fémeas com FP), baco e figado de 13 animais necropsiados. Observamos
gue em animais com FP a deteccéo do virus ocorreu em 100% (13/13) dos pulmdes,
seguido pelos tumores (92,31%, 12/13), ovarios (84,62%, 11/13), pele (84,62%,
11/13), bacgo (69,23%, 11/13), figado (30,77%, 4/13) e por ultimo sangue (27,78%,
10/36).



64

Grafico 2- Porcentagem de C. mydas positivas para ChHV5 por tecido (tumor, pele, pulmdes, ovarios,
figado, baco e sangue) de animais com FP
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Fonte: Elaborado pela autora.

Vale ressaltar, que tanto animais sem ou com FP a deteccdo de ChHVS5,
como apresentado nos Gréficos 1 e 2, € maior nos pulmdes (100% e 94,74%,
respectivamente) seguido pelos ovarios (87,5% e 84,62%), baco (69,23% e 84,21%),
figado (30,77% e 60%) e sangue (14,71% e 27,78%), mas difere em relacdo a
deteccdo em pele, sendo maior em animais com FP (84,62%) do que em animais
sem (40%). E apenas machos sem FP foram coletados e 66,67% dos testiculos (2/3)
foi positivo para o agente infeccioso.

Lu et al., (2000) usando nested PCR detectaram ChHV5 em 90% das
amostras de pulmdes, 47% em figado e aproximadamente e 78% (7/9) dos ovéarios e
100% (3/3) dos testiculos de animais com fibropapilomatose no Havai. Quackenbush
et al., (2001) fez a quantificacdo de ChHV5 através de Real-time PCR encontrando
um baixo nimero de copias de DNA (média de 0,0012 + 0,0017 copias por ceélula)
em amostras de pulmao, figado e gbnadas (sem deixar claro se foram de machos ou
fémeas) de poucos animais (cerca de 10-20%) com fibropapilomatose do Havai e
Florida. Em 2017, Page-Karjian e colaboradores através de qPCR néo detectaram o

virus nos orgaos amostrados no presente trabalho em tartarugas com FP da Florida.
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Quackenbush e colaboradores (2001) discutiram sobre a associacdo do figado e
pulmdes no desenvolvimento de tumores, sugerindo que a deteccdo do virus,
nesses 6rgaos, poderia indicar uma infeccao inicial.

Lu et al. (2000) demonstraram uma prevaléncia de ChHV5 em pulmdes de
animais com tumores de 90% (17/19), que é muito proxima a encontrada neste
estudo - 100% (13/13) em animais com a doenca (Grafico 2). No entanto, para
individuos ndo acometidos Lu et al. (2000) e Page Karjian et al. (2017) néo
detectaram a presenca do virus, enquanto, a prevaléncia de ChHV5 em pulmdes
encontrada neste estudo foi de 94,74% (18/19) em individuos ndo acometidos
(Gréfico 1).

Em tartarugas-marinhas, o ChHV5 foi detectado em swabs nasais, orais e
oculares de individuos acometidos e ndo acometidos pela FP (GATTAMORTA,
2015; MONEZI et al. 2016; CHAVES et al., 2017), bem como em urina, swab cloacal
e fezes (Page-Karjian et al. 2015; CHAVES et al.,, 2017; PAGE-KARJIAN et al.,
2017). Estes dados sugerem potenciais vias de transmissdo do virus, como foi
previamente sugerido (HERBST, KLEIN 1995; HERBST et al. 1996; WORK et al.
2004; PAGE-KARJIAN et al. 2015; MONEZI et al. 2016).

Em pele de tartarugas com e sem FP ChHV5 ja foi detectado
(QUACKENBUSH et al. 2001; ALFARO-NUNEZ et al., 2014; PAGE-KARJIAN et al.
2015; ALFARO-NUNEZ et al., 2016). Na presente analise, que inclui os resultados
de Zamana (2018), o virus foi detectado em 40% (8/20) das peles de animais néo
acometidos (Grafico 1) e 84,62% (11/13) das amostras procedentes dos individuos
acometidos pela FP (Grafico 2). No periodo de 2012 a 2014, Gattamorta (2015)
demonstrou em Ubatuba/SP a prevaléncia de ChHV5 em 37,03% (10/27) de pele de
individuos com FP.

Segundo Quackenbush e colaboradores (2001), a presenca de ChHV5 em
pele de animais ndo acometidos pela FP representa um estagio inicial da infecc¢éo,
sugerindo que estes individuos poderdo desenvolver a doenca. De fato, a deteccéo
do virus em pele para o presente estudo foi maior em animais que exibiam tumores
cutaneos (84,61%) que animais sem tumores (40%). Em um estudo recente, Alfaro-
Nunez et al. (2016) sugerem que a deteccdo de ChHV5 na pele de individuos que
nao apresentam tumores externos indica infeccdo latente, como observado em

outros herpesvirus.
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Em diferentes alphaherpesvirus foi demonstrada a presenca do virus em
diferentes sitios anatdémicos, sugerindo a persisténcia viral por infeccao latente como
em herpesvirus humano (CHEN, HUDNALL, 2006) e Equine herpesvirus 1 (EHV-1),
que teve a presenca detectada em pulmdes, figado e baco (MESQUITA et al.,
2017a). Para ChHV5 Work et al. (2014), j& haviam sugerido a laténcia em diferentes
sitios anatdbmicos. Considerando estes estudos e os resultados encontrados, sugere-
se que os pulmdes, figado, baco e gbnadas podem ser locais de persisténcia do
ChHV5 por infeccédo latente.

A constante detecgéo de ChHV5 em tumores evidencia a forte associagao do
ChHV5 com a doenca, sugerindo este como 0 agente etioldgico primario da FP,
assim como descrito em demais estudos (HERBST et al. 1995, 1999; ENE et al.
2005; WORK et al. 2014; PAGE-KARJIAN et al., 2017; DUFFY, MARTINDALE,
2019). Por outro lado, a presenca do agente em tecidos sem a manifestacéo de
lesbes pode estar relacionada ao comportamento dos alphaherpesvirus, indicando
possiveis locais de persisténcia viral por infeccdo latente (ALFARO-NUNEZ et al.,
2016; PAGE-KARJIAN et al., 2017).

Duffy et al. (2018) acreditam que a presenca disseminada de ChHV5 em
tartarugas nado acometidas pela FP e em tecidos ndo tumorais possam indicar que o
virus possa ter tido seu potencial oncogénico ativado através de perturbacdes
ambientais. Além disso, outros trabalhos baseados em reconstrucdes filogenéticas
demostram que ChHV5 estava presente em tartarugas-marinhas, co-evoluiu com
seu hospedeiro por milhdes de anos, até divergirem evolutivamente e tornarem-se
especificos destes animais, sendo o aparecimento dos tumores considerado um
evento relativamente recente (HERBST et al., 2004; GREENBLATT et al., 2005;
PATRICIO et al., 2012; ALFARO-NUNEZ, A. et al., 2014b; JONES et al., 2016;
PAGE-KARJIAN et al., 2017).

No estudo de Morrison et al. (2018), foi sugerido que diferengas na
manifestacéo clinica da FP esta associada a diferentes variantes virais na regido do
Havai e Florida. O mesmo fator pode explicar as diferengas na manifestacdo da
doenca, bem como a deteccdo do agente etiologico. Além disso, outro fator que
deve ser considerado sdo as variacbes ambientais como temperatura, correntes
maritimas, profundidade, luminosidade e pH que podem interferir na permanéncia de
particulas virais viaveis no ambiente (CURRY et al., 2000), assim como fortes

evidéncias sugerem que alteracdes ambientais localizadas induzidas pelo homem
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séo responsaveis por conferir potencial oncogénico a ChHV5 (FOLEY et al., 2005;
VAN HOUTAN et al., 2010; DOS SANTOS et al., 2010; JONES et al., 2016).

Os resultados demonstrados no presente trabalho fornecem dados da
deteccdo do ChHV5 na regido de Ubatuba/SP através da andlise de diferentes
tecidos de um mesmo individuo de C. mydas acometido e ndo acometido pela FP
ndo descritos até o momento na literatura, contribuindo para estudos de deteccéo e
prevaléncia deste agente na regido. Entretanto, mais estudos buscando a detecc¢éo
do ChHV5 em outros sitios anatdmicos de um mesmo individuo se fazem
necessarios, assim como a quantificagdo da carga viral nos mesmos a fim de

elucidar aspectos relacionados a patogénese da fibropapilomatose.

5.2.1 Detecgao molecular de ChHV5 em gbnadas de machos e fémeas

No presente trabalho a prevaléncia de fémeas foi maior do que de machos,
sendo de 87,88% (29/33) e 12,12% (4/33) respectivamente. No entanto, um dos
machos ndo teve os testiculos coletados, entdo a andlise molecular ocorreu em 29
ovarios (90,63%) e 3 testiculos (9,37%) de um total de 32 gbnadas.

Uma vez que os herpesvirus sdo sabidamente transmitidos horizontalmente
de um organismo infectado para o outro por contato fisico direto via saliva, muco,
sangue ou sémen (DAVISON, 2002), presente estudo buscou detectar a presenca
de ChHV5 em tecidos reprodutivos a fim de avaliar uma possivel participagéo da via
reprodutiva na dispersdo do ChHV5. Conforme se observa na Tabela 7, a
porcentagem de deteccdo molecular de ChHV5 em gbnadas foi maior em fémeas
(89,65%) do que em machos (66,66%).

Tabela 7 - Porcentagem de positivos e negativos para ChHV5 em gbnadas de machos e fémeas

(n=32).
Machos Fémeas Total
Positivos ChHV5 66,66% (2/3) 89,65% (26/29) 87,50% (28/32)
Negativos ChHV5 33,34% (1/3) 10,35% (3/29) 12,50% (4/32)
Total 100% 100% 100%

Fonte: Elaborado pela autora.

No trabalho de Lu e colaboradores (2000), 9 fémeas e 3 machos tiveram suas
gbnadas analisadas por nested PCR, com primer da regido-alvo UL30, encontrando

uma prevaléncia de 78% e 100% respectivamente em animais com FP. Um Unico
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testiculo de um animal sem FP foi analisado e considerado negativo para ChHV5.
Contudo, a metodologia empregada foi diferente da utilizada no presente estudo.

A deteccdo de DNA deste herpesvirus em gbnadas de tartarugas que nao
apresentam fibropapilomas pode indicar um possivel tropismo do ChHV5 por esse
tecido ou persisténcia do patégeno. Tais resultados podem também apontar para
uma possivel via de transmissdo sexual ou vertical da infecgdo, como ocorre em
outros herpesvirus como em bivalves portadores do herpesvirus OsHV-1 (ARZUL et
al. 2002; SANMARTIN et al. 2016).

Em seres humanos, infeccfes pelo herpes virus simplex tipo 1 (HSV-1) ou
tipo 2 (HSV-2) causam infeccdo genital, o que pode acarretar um risco de
transmissdo para o feto ou recém-nascido, bem como em herpesvirus humano 8
(HHV-8) (JAMES et al. 2014; PLANCOULAINE et al. 2000).

Recentemente um herpesvirus que infecta tartarugas, Testudinid
herpesviruses genotype-3 (TeHV-3), também da familia Alphaherpesvirinae, foi
reportado com evidéncias de transmissao vertical (MARENZONI et al., 2018).
Recentemente TeHV-3 foi classificado no mesmo género do ChHV5 (ICTV, 2019) o
que pode indicar a existéncia de semelhancas na biologia desses dois agentes
(MATEU, 2013).

A disseminacdo de herpesvirus pode ocorrer através da saliva, secrecdes,
aerossois, fezes, células infectadas, ou contato sexual, mas esta caracteristica do
virus tem sido pouco estudada em ChHV5 (GATTAMORTA, 2016a; MONEZI et al.
2016; CHAVES et al., 2017). A detecgdo do ChHV5 em urina, swab cloacal e fezes
(Page-Karjian et al. 2015; CHAVES et al.,, 2017; PAGE-KARJIAN et al.,, 2017)
apontam a cloaca como uma possivel via de disseminac¢éo do virus.

N&o héa trabalhos sobre a transmissdo sexual ou vertical de ChHV5 em
tartarugas-marinhas na literatura, mas esta hipotese ndo pode ser descartada uma
vez que ocorre em outros herpesvirus, inclusive da mesma familia. Nao héa relatos
de FP em recém-nascidos ou filhotes pos-pelagicos que chegaram recentemente em
areas de forrageamento (HERBST, 1994), contudo, segundo a revisao bibliogréafica
realizada para este estudo, até o0 momento ndo ha trabalhos buscando a deteccéo
do agente viral em ovos, natimortos ou filhotes de tartarugas-marinhas.

Uma possivel transmissdo sexual ou vertical de ChHV5 pode ter implicacdes
importantes na prevaléncia de ChHV5 e da doenga em populag¢des de tartarugas-

marinhas. Tendo em vista o carater latente das infec¢des por herpesvirus, é possivel



69

que mesmo filhotes sem manifestacdes clinicas possam ser portadores e assim,
também serem dispersores deste virus, contribuindo para a manutencdo do ChHV5
no ambiente. Portanto, estudos avaliando essas possibilidades se fazem
necessarios para compreender o impacto que esta doenca pode ter sobre as

tartarugas-marinhas.

5.2.2 Deteccado de ChHV5 com diferentes genes-alvos

5.2.2.1 Orgaos

Com o intuito de avaliar qual o melhor marcador molecular para a deteccao de
ChHV5 em gbnadas, figado e baco, assim como aumentar a sensibilidade da
metodologia empregada, a andlise atravées de PCR convencional neste estudo se
baseou na utilizacdo de 4 primers que amplificam sequéncias de tamanhos
diferentes: UL18 (140 pb), UL27 (143 pb), UL30 (480 pb) e F-US3B (700 pb).

Alfaro & Gilbert (2014) e Alfaro-Nunez e colaboradores (2016), em seus
trabalhos ja discutiam que metodologias que utilizam primers que amplificam
sequéncias menores em comparacdo com aguelas que utilizam primers que
amplificam sequéncias maiores demonstram maior sensibilidade para a detecc¢ao do
ChHV5. Porém, como se pode observar na Tabela 8, os nossos resultados
apresentam uma maior deteccdo de ChHV5 através do primer de UL18, seguido
pelo UL30 e UL27, enquanto o primer F-US3B ndo foi responsavel por nenhum

resultado positivo.

Tabela 8 - Nimero de positivos para cada gene-alvo de ChHV5 testado para génadas, figado e baco.

Tecido UL30 uUL18 uL27 F-US3B No. total de amostras
Gobnadas 20 24 5 0 32
Figado 5 13 4 0 32
Baco 12 23 1 0 32

Fonte: Elaborado pela autora.

Na Tabela 8 se observa que o primer UL18 foi responsavel pelo o maior
namero de positivos tanto em gonadas (24), baco (23), como em figado (13).

E interessante notar, nos dados exibidos na Tabela 8, que o primer UL27
apesar de ter poucos pares de base (143 pb), se mostrou pouco sensivel na

detecc¢do do virus nos o6rgaos. Este resultado difere do apontado por Alfaro-Nunez e
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colaboradores (2016). Apenas para a detec¢cdo em amostras de figado o gene UL27
foi relevante, uma vez que foi positivo para 3 individuos que nao foram positivos para
nenhum dos outros primers avaliados neste estudo (Tabela 10).

O UL27 é responsavel pela producdo de Glicoproteina B, proteina do
envelope viral encontrada apenas em grandes quantidades em virions intactos
durante replicacao litica (ZHU et al., 2004). A baixa deteccdo deste gene pode nos
apontar para variacbes de ChHV5 entre diferentes locais do mundo. De fato, autores
encontraram diferencas em sequéncias de nucleotideos do gene UL27 em amostras
da Australia e Havai (MORRISON et al., 2018).

Ademais, Ackermann e colaboradores (2012), sequenciaram 0 genoma
completo de ChHV5 através de clones de cromossomo artificial bacteriano (BAC), e
encontraram quatro genes atipicos que possuem similaridades com herpesvirus das
outras subfamilias (alphaherpesvirinae, beta e gammaherpesvirinae). Estes genes
podem estar relacionados a replicacao viral e a acdo anti-apoptose, desempenhando
funcdes na patogénese da formacdo de tumores ou na evasdo do sistema
imunologico. Essas evidéncias reforcam a hipotese de variacbes geograficas do
agente e uma possivel relacdo com a manifestacao clinica da FP (MORRISON et al.,
2018).

A elucidacdo dos mecanismos moleculares da patogénese, bem como o
desenvolvimento de testes de diagndésticos e possiveis tratamentos poderiam ser
facilitados pelo acesso a mais informacdes sobre a sequéncia génica de ChHV5

(ACKERMANN et al., 2012) o que ainda nao foi feito para tartarugas no Brasil.

5.2.2.2 Amostras de sangue

Na literatura a deteccdo de ChHV5 em sangue de tartarugas com (LU et al.,
2000; QUACKENBUSH et al., 2001; PAGE-KARJIAN et al., 2015) e sem FP (PAGE-
KARJIAN et al., 2015) foram realizados através de metodologias como gPCR e
nested PCR, porém todos utilizaram o primer da DNA polimerase (UL30) do genoma
de ChHV5.

Como citado anteriormente, estudos ja apontaram que metodologias que
utiizam primers que amplificam sequéncias menores demonstram maior
sensibilidade do que aqueles que amplificam sequéncias maiores (ALFARO;
GILBERT, 2014; ALFARO-NUNEZ et al., 2016). Assim, a fim de avaliar a utilizacao
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de outros marcadores moleculares para a detec¢cdo de ChHV5 em sangue de C.
mydas, o presente trabalho utilizou o PCR convencional com 4 primers que
amplificam sequéncias de tamanhos diferentes: UL18 (140 pb), UL27 (143 pb), UL30
(480 pb) e F-US3B (700 pb). A Tabela 9 demonstra os resultados de PCR
convencional para os diferentes genes-alvo de ChHV5 em 70 amostras de sangue
de animais cometidos e n&o acometidos pela FP.

Tabela 9 - Porcentagem de animais positivos e negativos em animais acometidos e ndo acometidos
pela FP para os primers UL30, UL18 e UL27 juntos e F-US3B que amplificam sequéncias
de ChHV5 (n=70).

Primers de ChHV5 FP + FP - Total
UL30 27,78% (10/36) 14,70% (5/34) 21,43% (15/70)
UL18 e UL27 47,22% (17/36) 47,06% (16/34) 47,14% (33/70)
F-US3B 2,78% (1/36) 0% (0/34) 1,43% (1/70)
Detecgédo de ChHV5 nos 4 genes 55,56% (20/36) 47,06% (16/34) 51,43% (36/70)

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: FP+, animais acometidos pela fibropapilomatose e FP-, animais ndo acometidos pela fibropapilomatose.

Como mostra a Tabela 9, levando em consideracdo os resultados dos 4
primers em conjunto, 55,56% (20/36) dos animais com FP tiveram ChHV5 detectado
em amostras de sangue. Nos animais sem FP, a porcentagem de deteccao foi de
44,44% (16/36).

Assim como nos 6rgdos analisados neste estudo, a regido UL18 do genoma
viral foi responsavel pela maior parte das deteccdes, tanto em animais com (47,22%,
17/36) como em animais sem FP (47,06%, 16/34), enquanto a regidao F-US3B foi
responsavel por apenas um (1) resultado positivo em um animal com FP. Os
resultados de UL18 e UL27 sédo apresentados em conjunto na Tabela 9, uma vez
gue 0s mesmo animais que foram positivos para UL27 também foram para UL18 ou
UL30 (Tabela 11), ademais a deteccédo da regido UL27 por si so, foi responsavel por
uma baixa porcentagem de deteccdo do agente viral.

A porcentagem de deteccdo com UL30, no presente estudo foi de 27,78%
(10/36) em animais acometidos pela FP e 14,70% (5/34) em animais néo
acometidos. Monezi et al., 2006 detectaram a presenca de ChHV5 através de nested
PCR em 25% (4/16) de animais acometidos na regido de Ubatuba/SP. Page-Karjian
et al. (2015) detectou o ChHV5 em amostras de sangue total de animais dos EUA,
gue foram divididos em 3 grupos: A, com sinais clinicos de FP com 33,3% (7/21) de

animais positivos; B, com histérico de FP, mas sem sinais clinicos com 46,2% (6/13)
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e C, sem histérico de FP com 25,8% (8/31) de deteccao. Apesar da diferenca entre
as metodologias empregadas, os valores de deteccdo usando UL30 sao
semelhantes.

Para Page-Karjian et al. (2015), a presenca do DNA viral em amostras de
sangue, pode sugerir um mecanismo de transporte de ChHV5 para a pele a partir de
sitios de infeccdo inicial ou laténcia (ou vice-versa). Os resultados positivos para
animais sem tumores podem indicar uma infeccdo inicial ou subclinica (PAGE-
KARJIAN et al., 2012; ALFARO-NUNES et al., 2014; GATTAMORTA et al., 2017).

Tanto para animais necropsiados como para animais vivos o primer UL18,
que tem como gene alvo uma proteina do capsideo de ChHV5 (ALFARO; GILBERT,
2014), demonstrou a maior sensibilidade na deteccdo do agente viral (Tabelas 9 e
10), sendo assim um importante marcador molecular para determinacdo de
individuos portadores do virus. Chaves e colaboradores (2017) destacaram a
necessidade técnicas moleculares sensiveis para permitir a deteccdo do DNA de
ChHV5 em diferentes tecidos bioldgicos, favorecendo a deteccdo de infeccdes

precoces.

5.2.3 Prevaléncia de ChHV5 em individuos acometidos e ndo acometidos pela
fibropapilomatose

5.2.3.1 Animais necropsiados

A prevaléncia de ChHV5 neste trabalho para individuos de C. mydas
necropsiados foi de 100% para animais com FP (13/13) e para animais sem FP
(20/20). Estes resultados sdo obtidos ao se avaliar conjuntamente os resultados do
presente estudo e do estudo de Zamana (2016) totalizando 6 tecidos analisados
para animais acometidos (pele, pulmdes, gbnada, figado, baco e tumor) e 5 tecidos
analisados em animais ndo acometidos pela doenca (pele, pulmdes, gbnada, figado
e bagco) como demonstrado na Tabela 10. Neste estudo, um individuo foi
considerado positivo para ChHV5 quando o mesmo foi detectado em ao menos um
dos tecidos analisados.

Estes resultados demonstram como a utilizagdo de um maior numero de
tecidos, bem como de mais genes alvos, aumenta a sensibilidade da deteccéo

molecular para ChHV5. Os dados da Tabela 10, demonstram também, que a analise
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de pulmbes e gbnadas ja seriam suficientes para uma detec¢cdo molecular adequada
de ChHV5, uma vez que, naqueles individuos onde os pulmdes ndo foram positivos,

as gbnadas foram e vice-e-versa.

Tabela 10 - Relacdo de tecidos positivos e negativos para ChHV5 para animais com e sem FP
(n=33).

Amostra Tumor Pulmdes Gb6nadas Pele Baco Figado

No. total de tecidos
positivos para ChHV5

6

U33
U46
u1684
U3z
u4a7
u45
u43
AG1
u30
u44
u25
AG2
AG3
u22
u26
uz28
u29
u48 -
u49 -
SN4 -
uz23 -
SN3 -
SN5 -
SN6 -
u41 -
u42 -
us50 -
uz24 -
SN2 -
SN1 -
u40 -
uz27 -
u38 -

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: P, positivo para ChHV5; N, negativo para ChHV5; SA, sem amostra.

Animais com FP
av)
av)
av)
o)
o)
Z2ZTUVZZZT1VTUTT

W U U U U U Z 10U T TV T T
(%]
>

Animais sem FP
U U UUUUUUTUTUUUTUTUUTUZ2Z22Z2

W U U Z2 U U TUVUTUVUUVUZZTVTTUVUTUTUVUTUTUVUTUV|UZ2ZTVTUTTUVUTUTTU T TV TV TO
(7]
>

1
W U U Z2 U U UV TV TUVUTUTUVUTUTUTUTUTUTOUTU UV|U VTV TUVTTUV VTV T TV TV TV T
Z

2
>
o

Z2 222 10V 2222710V TVTTUVUVZ2ZZ22Z2ZTVTUVTUV|Z2TVTTUTVTZTVTTUVUTUVTTU TV TV TV T
UV 2210V Z2TUV 22222710V TVTTUVTTUVTUVUTUVTUTUTUV|Z22TVTTUVTZ22Z2T TV TV TV TV T
NNMNDNWWWWWWSESEDMMMMAEMEDMDMMOOOOWWSAEAMSMDDdOOOOOOaoOoOoO

2
>
o

Em 2015, Gattamorta (2015) detectou ChHV5 em 74,51% (38/51) de
tartarugas-verdes em Ubatuba/SP. Para determinacdo da prevaléncia, o autor
também utilizou PCR qualitativo, com dois primers (UL30 e F-US3B) em amostras de

pele e tumor. Por outro lado, o trabalho de Zamana através da mesma metodologia,
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porém, fazendo uso de trés primers (UL30, UL18 e F-US3B) em amostras de pele,
tumor e pulmdes, encontrou uma prevaléncia de 94,33% (50/53).

Se no presente estudo a analise por individuos fosse realizada considerando
apenas os resultados de génadas, figado e baco a prevaléncia de ChHV5 diminuiria
de 100% para 96,97% (32/33) do total de tartarugas analisadas, ou 92,3% (12/13)
em tartarugas com FP e 100% (20/20) em tartarugas sem FP. Isso se deve ao fato
de que apenas um individuo neste estudo ndo o considerado positivo para nenhum
dos 4 genes utilizados (UL30, UL18, UL27 e F-US3B) nos 3 tecidos anteriormente
citados.

Em seu trabalho, Herbst et al. (2008) sugeriram que a alta prevaléncia de
infeccbes por ChHV5 em tartarugas aparentemente saudaveis sugere que 0S surtos
de FP podem ser influenciados por fatores ambientais ou do hospedeiro que afetam
a expressédo da doenca.

Essa grande deteccdo de ChHV5 em tartarugas-verdes sugere que estes
individuos portadores contribuem para a manutencédo do virus na regidao, partindo do
principio de que, mesmo na auséncia de lesdes, pode ocorrer a eliminacdo do virus
um vez que o mesmo ja foi detectado em swabs nasais, oculares e orais
(GATTAMORTA, 2015; MONEZI et al., 2016; CHAVES et al., 2017), urina, swab
cloacal e fezes (PAGE-KARJIAN et al. 2015; CHAVES et al., 2017; PAGE-KARJIAN
et al., 2017) (PAGE-KARJIAN et al., 2017).

5.2.3.2 Animais vivos

A Tabela 11 exibe a relacdo de tecidos positivos para ChHV5 em animais
vivos amostrado, através da andlise de PCR qualitativo com os quatro primers ja
citados anteriormente. De um total de 20 tartarugas, das quais 9 (45%)
apresentavam FP, foram coletadas amostras de sangue, pele e tumor para a
determinacdo da prevaléncia de ChHV5 por individuo. Um individuo foi considerado
positivo, quando o ChHV5 foi detectado em pelo menos um dos tecidos avaliados.

A prevaléncia de ChHV5 nos individuos avaliados neste estudo foi de 80%
(16/20), correspondendo a 88,89% (8/9) dos individuos acometidos pela FP e
72,73% (8/11) dos ndo acometidos.

Os resultados presentes na Tabela 11 demonstram como analise molecular

de ChHV5 em diferentes tecidos bioldgicos, bem como a utilizacdo de primers que
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amplificam sequéncias de diferentes tamanhos, favorece a detec¢do do agente viral,

principalmente em animais ndo acometidos pela FP.

Tabela 11 - Relacdo de tecidos positivos e negativos para ChHV5 para animais com e sem FP

(n=20).
Amostra Tumor Pele Sangue
SF3 P P P
SF4 = = P
i SF1 P P N
£ SF2 P P N
@ SF5 P P N
g SF7 P P N
< SF8 = = N
SF9 = = N
SF6 SA N N
SU6 - P P
SU10 - = P
su7 - = N
m sus - P N
g su11 - P N
P su1 - N P
£ su2 - N P
z Su3 - N P
SU5 - N P
su4 - N N
SU9 - N N

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: P, positivo para ChHV5; N, negativo para ChHV5; SA, sem amostra.

A alta prevaléncia de individuos portadores do ChHV5, tanto em animais
necropsiados (Tabela 10) como em animais vivos (Tabela 11) demonstrada neste
estudo e no estudo de Zamana (2018), sustenta a hipotese de Alfaro-Nunez et al.
(2016), de que o virus € quase onipresente, independente das condicfes clinicas
dos animais, e que apresenta caracteristicas de laténcia.

A andlise conjunta dos tecidos de C. mydas feita neste estudo utilizando
também os resultados do trabalho de Zamana (2018) nos permite formular uma
hipétese a cerca da patogenia do ChHV5: o agente viral, aparente infecta os
individuos através do sistema respiratorio, uma vez que foi encontrada uma alta
deteccdo virus em pulmdes. Destes, através da corrente sanguinea, em sua fase
litica, o virus é transportado para outros 6rgdos como figado, baco, gbnadas e pele,
que é o principal tecido onde ocorre o desenvolvimento de lesfes. A alta detecgéo

do ChHV5 em gbnadas, sugere outra via de disseminagdo do agente viral, através
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de uma transmissao sexual ou vertical, ou seja, da fémea para os filhotes, como
previamente discutido.

Outro aspecto importante de infecgdes subclinicas pelo ChHV5, € o fator
epidemiologico, uma vez que animais portadores agem como verdadeiros
reservatorios do virus, podendo constituir importantes fontes de disseminacao viral
através de uma populacdo (HERBST et al., 2008), o que pode ser considerado um
grande problema para conservacao das tartarugas-marinhas (FLINT, 2013).

O presente estudo fornece dados para uma melhor compreensao da FP,
possiveis vias de transmissdo do ChHV5, bem como o acompanhamento da
prevaléncia da doenca, o que favorece os esfor¢os na conservacgéo e sobriviéncia

das tartarugas-marinhas, como sugerido por Flint e colaboradores (2010).

5.2.4 Caracterizagcdo molecular do ChHV5

Produtos amplificados para a DNA polimerase de ChHV5 foram submetidos a
sequenciamento em laboratério especializado. A Figura 3 demonstra as relacdes
filogenéticas obtidas entre as sequéncias detectadas neste estudo, para amostras de
sangue, tumor e ovario, aquelas provenientes de estudos anteriores.

A avaliacdo da identidade entre a sequéncia de sangue e tumor identificada
neste estudo e aquelas disponiveis no Genbank, se baseou na analise de
fragmentos do genoma parcial da DNA polimerase do ChHV5 (UL30). Foram
analisados fragmentos de 423pb obtendo-se identidade de 100% com outras
sequéncias provenientes de amostras de pele, tumor e secre¢bes oral e ocular
coletadas em Ubatuba/SP, (MH101745.1, MH144348.1, JN580279.1, MH101744.1,
MH101747.1, MH101746.1) como se pode observar na Figura 3. Assim, € possivel
que a infeccdo desta variante viral tenha ocorrido nesta regido (CHALOUPKA et al.,
2008; ENE et al., 2005), uma vez que, nas areas de alimentacao ocorrem individuos
de origens reprodutivas distintas que compartiiham a mesma area por um longo
periodo de tempo (NAROMACIEL et al., 2007).

Esses resultados demonstram que as sequéncias previamente descritas em
pele, tecidos tumorais e secrecfes, também estdo presentes em sangue. Portanto,
um mesmo hapl6tipo do agente viral € capaz de infectar diferentes tecidos, o que é
descrito em demais infecgbes por alphaherpesvirus (MESQUITA et al.,, 2017a;

ZAMANA, 2018). Esta constatacdo reforca a hipétese de Page-Karjian et al. (2015)
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qgue a presenca do DNA viral em amostras de sangue, sugere um mecanismo de
transporte de ChHV5 de outros sitios de infecgéo.

Figura 3 - Analise filogenética de sequéncias de 423 pb da DNA polimerase de ChHV5 em gbnadas,
sangue e tumor de Chelonia mydas de Ubatuba-S&o Paulo. A arvore foi gerada pelo
método de Neighbor-joining, modelo Kamura 3-pardmetros, com 1000 repeticbes de
bootstrap. Em vermelho, as sequéncias obtidas neste estudo.

MH101748.1 Chelonid alphaherpesvirus 5 strain C. MYDAS FN1 FIBROPAPILOMA FERNANDO DE NORONHA-PE BRASIL DNA polymerase UL30 gene partial cds

JN938585.1 Chelonid herpesvirus 5 isolate 12810SP DNA polymerase gene partial cds

MH101744.1 Chelonid alphaherpesvirus & strain C. MYDAS UBAG4 FIBROPAPILOMA SAC PAULO BRASIL DNA polymerase UL30 gene partial cds

MH144348.1 Chelonid alphaherpesvirus 5 strain CM87092-93 DNA polymerase gene partial cds

JN580279.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate PR2 cm 2009 DNA polymerase (UL30) gene partial cds

38— JN938584.1 Chelonid herpesvirus 5 isolate 14010SP DNA polymerase gene partial cds

‘

MH101747 1 Chelonid alphaherpesvirus 5 strain C. MYDAS UBAG4 EYE SECRETION SAQ PAULO BRASIL DNA polymerase UL30 gene partial cds
g0 [ JN938586.1 Chelonid herpesvirus 5 isolate 02409ES DNA polymerase gene partial cds

[ | MH101746.1 Chelonid alphaherpesvirus 5 strain G. MYDAS UBAG4 ORAL SECRETION SAQ PAULO BRASIL DNA polymerase UL30 gene partial cds

MH101745.1 Chelonid alphaherpesvirus 5 strain C. MYDAS UBAG4 SKIN SAO PAULO BRASIL DNA polymerase UL30 gene partial cds

JN580283.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate PRE cm 20068 DNA polymerase (UL30) gene partial cds

AF035003.3 Hawaiian green turtle herpesvirus gene partial cds

HQ878327 .2 Chelonid herpesvirus 5 partial genome:

e

AYB46893.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain HA variant polymerase (UL30) gene partial cds
AF239684.2 Green turtle herpesvirus polymerase gene complete cds
AF299108.1 Chelonid herpesvirus 5 DNA polymerase gene partial cds

—— AF299107.1 Chelonid herpesvirus 5 DNA polymerase gene partial cds
KP724836.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HV-12 DNA polymerase (pol) gene partial cds

KP724840.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HV-10 DNA polymerase (pol) gene partial cds
JN938588.1 Chelonid herpesvirus 5 isolate 03210BA DNA polymerase gene partial cds

100

AYB44454.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus unique long region containing UL3-UL30 genes genomic seguence
AYE46888.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus strain FL var A polymerase (UL30) gene partial cds

AF035004.1 Florida green turtle herpesvirus DNA polymerase (pol) gene partial cds

AF299110.1 Chelonid herpesvirus 5 DNA polymerase gene partial cds

AY646890.1 Fibropapilloma- turtle herpesvirus strain FL var D polymerase (UL30) gene partial cds
66 | KP724844 1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HV-11 DNA polymerase (pol) gene partial cds
KP724835.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HV-110 DNA polymerase (pol) gene partial cds
KP724834.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HV-100 DNA polymerase (pol) gene partial cds

Ll MH144350.1 Chelonid alphaherpesvirus & strain CM87080-81 DMNA polymerase gene partial cds
KP724839.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HV-4 DNA polymerase (pol) gene partial cds

KP724841.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HV-2 DNA polymerase (pol) gene partial cds

AF299109.1 Chelonid herpesvirus 5 DNA polymerase gene partial cds

AF049904.1 Olive ridley turtle herpesvirus DNA polymerase gene partial cds

KP724843.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HV-7 DNA polymerase (pol) gene partial cds

53| KP724842.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HY-8 DNA polymerase (pol) gene partial cds

KP724837 1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HV-15 DNA polymerase (pol) gene partial cds

KP724838.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HV-9 DNA polymerase (pol) gene partial cds

KP724845.1 Fibropapilloma-associated turtle herpesvirus isolate HV-8 DNA polymerase (pol) gene partial cds

62

0.0050

Fonte: Elaborado para neste estudo.

A andlise da Figura 3, nos leva a outra constatacdo importante: a sequéncia
da DNA polimerase de ChHV5 em amostras de ovario foi proxima a uma sequéncia
proveniente de amostras de Fernando de Noronha-PE (GATTAMORTA, 2016) e
outra do Estado de S&o Paulo (RODENBUSCH, 2012). Assim, essas sequéncias
apontam que os animais encontrados no Litoral Norte de Sado Paulo podem estar
infectados por mais de um haplétipo viral como ja descrito por Rodenbusch (2012).

Ademais, estes resultados indicam que os virus podem ser transportados
pelos animais durante suas rotas migratérias em areas mais distantes, hipétese

plausivel com a caracteristica latente dos herpesvirus (GATTAMORTA, 2016). Esta
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andlise nos leva novamente a ponderar sobre os fatores que levam o ChHV5 causar
manifestagdes clinicas da fibropapilomatose. As mudangas no ambiente ou fatores
ecologicos que afetam a transmisséo do virus ou da expressdo da doenca poderiam
explicar o aumento da prevaléncia da doenca (ENE et al., 2005).

Uma vez que a sequéncia encontrada no ovario é compativel com a
sequéncia encontrada em Fernando de Noronha/PE por Gattamorta (2016), e que
esta regido €é uma das principais areas de desova da tartaruga-verde
(MARCOVALDI; SANTOS; SALES, 2011a), pode-se supor que este seja mais um
indicio de transmiss@o vertical em ChHV5. Andlises com ovos e filhotes séo
necessarias para testar esta hipdtese, contudo, se sabe que este tipo de
transmissao (mae para prole) ocorre em outras infec¢des por herpesvirus como em
OsHV-1 em bivalves, HSV (tipos 1 e 2) e HHV-8 em humanos e TeHV-3 em
tartarugas. O TeHV-3 € um alphaherpesvirus pertencente ao mesmo género que
ChHV5 (Scutavirus), o que reforca a possibilidade de que essa caracteristica seja
compartilhada entre estes dois virus (MARENZONI et al., 2018; ICTV, 2019;
MATEU, 2013).
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5.3 DADOS DE QUALIDADE DA AGUA DAS PRAIAS DE UBATUBA

A forma como o ChHV5 € transmitido entre os individuos ainda € pouco
conhecida. Fatores ambientais, como temperatura, correntes maritimas,
profundidade, luminosidade e pH também podem interferir na permanéncia de
particulas virais viaveis no ambiente (CURRY et al., 2000). A presenca de
compostos organicos e debris celulares podem estabilizar o virus e aumentar sua
sobrevivéncia (CLARK et al., 1998). Um estudo mostrou que um herpesvirus
relacionado a tartarugas-marinhas, manteve sua infectividade na agua do mar por
até 120h (CURRY et al., 2000).

Existe uma série de evidéncias que aponta para a infec¢cdo por ChHV5 nas
areas de alimentacdo: uma maior densidade de individuos nestas areas e a
possibilidade de contato entre estes individuos e variantes regionais do herpesvirus
comuns aos animais de cada uma destas areas ou regiées (RODENBUSCH et al.,
2014; ENE et al., 2005; 2004; QUACKENBUSH et al., 1998; GATTAMORTA et al.,
2017). Como muitos dos individuos de C. mydas podem entrar em contato pela
primeira vez com o ChHV5 nestas areas, ou ainda pelo fato de que estas alteracdes
ambientais possam comprometer a imunidade do hospedeiro, favorecendo o
desenvolvimento de doencas, é importante detectar quais sdo as possiveis vias de
disseminacéao e infeccdo do agente viral. Além disso, ha uma forte preocupacéo com
a conservacao da espécie e a relacdo entre o virus, sua forma de transmisséao, as
taxas de mortalidade em decorréncia da FP e a reposi¢ao das populacdes ao longo
do tempo.

Alguns autores ja associaram a FP com o tempo de exposicdo das tartarugas-
marinhas aos poluentes para o desenvolvimento de tumores (ADNYANA et al, 1997;
CHALOUPKA, BALAZS, 2005). Logo, as areas de alimentagcdo apresentam elevada
importancia em estudos para o controle da qualidade da agua, particularmente por
permitirem compreender a relagdo entre o virus e as tartarugas-marinhas,
representarem locais em que ha diversidade genética e estarem associadas a
reposicao de individuos adultos reprodutivos para as populacbes das espécies
(CARRERAS et al., 2007).

Diversas areas de alimentacdo de tartarugas-marinhas ao longo do globo
encontram-se bastante impactadas pelas atividades humanas, seja pelas alteragbes

fisicas do habitat e de uso do solo, seja pelo lancamento de efluentes sanitarios e
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industriais a que os animais estdo sujeitos durante a permanéncia nestas areas
(BALAZS, 1991; HERBST, KLEIN, 1995; ADNYANA et al., 1997; VAN HOUTAN et
al., 2010). Este é o caso da regido de Ubatuba-SP que € particularmente sujeita a
lancamento de efluentes sanitarios sem tratamento prévio, reconhecida como uma
importante area de alimentacdo e reflgio de tartarugas-verdes no Atlantico Sul
(GALLO et al., 2006).

O municipio de Ubatuba possui uma das duas bases do Projeto TAMAR em
areas exclusivamente de alimentacdo, sendo a Unica base presente no Sudeste
Brasileiro, monitorando assim as tartarugas-marinhas de toda a microrregidao do
Litoral Norte do Estado de S&o Paulo.

O municipio de Ubatuba possui uma populacao residente estimada em 89.747
habitantes (IBGE, 2018), mas esta populacdo pode aumentar significativamente em
feriados e no verdo. Apenas 39% do esgoto da regido de Ubatuba é coletado pelo
sistema de esgoto sanitario e 100% deste é tratado antes do langamento em corpos
d’agua na cidade (SAO PAULO, 2018). No entanto, outros 61% ndo apresentam
tratamento ou possuem solucdes individuais de tratamento, como fossa séptica e
negra e 0 que nao é tratado pode efetivamente ser lancado in natura e,
consequentemente, chegar a regido litordnea. O sistema de esgoto fica restrito a
area central. E as Associacdes de Amigos de Bairro também tém encontrado
alternativas para o tratamento de esgoto, a exemplo da Praia Grande, formada pela
COAMBIENTAL (Cooperativa de Saneamento Ambiental da Praia Grande) (JORGE,
2004).

Das 78 praias do municipio de Ubatuba, 24 sdo monitoradas pela CETESB
semanalmente, conforme critérios definidos pela resolugdo CONAMA 274/2000.
Utilizando-se a classificacdo da OMS, que associa a concentracdo de enterococos
ao risco de se contrair doencas, pode-se observar que 85% das praias deste
municipio estiveram nas categorias A e B, em 2017, apresentando qualidade Muito
Boa e Boa. Em 2016, 77% das praias foram classificadas nas categorias A e B, o
que indica melhora na qualidade das praias, de acordo com esta classificacido (SAO
PAULO, 2017).

Na base de dados do Projeto TAMAR cada individuo capturado
incidentalmente, encontrado encalhado ou boiando possui uma ficha onde consta
dados como espécie, sexo, localizagdo, biometria, nimero da marcagéo entre outros
(BAPTISTOTTE, 2016). De acordo com estes dados, as tartarugas-verdes deste
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estudo foram capturadas ou resgatadas nos municipios de Ubatuba/SP (84), Séo
Sebastiao/SP (8), Ilha Bela/SP (4), Caraguatatuba/SP (3), Paraty/RJ (2) e Angra dos
Reis/RJ (1). A Figura 4 mostra as praias do municipio de Ubatuba onde foram
coletadas 40 tartarugas-verdes acometidas e 44 ndo acometidas pela FP para este
estudo. Em apenas um individuo, sendo este ndo acometido pela FP, ndo foi
registrado o dado referente a localidade deste animal.

Figura 4 - Demarcagdo das praias onde os individuos de Chelonia mydas estudados foram
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Fonte: Elaborado pela autora para este estudo.

Este estudo avaliou 102 C. mydas, sendo que 33 destes animais foram
necropsiados e analisados para a presenca de ChHV5 através de PCR convencional
em tumor (quando presente), pele, pulmdes, figado, baco e gbnadas, 49 animais
vivos analisados para sangue e 20 animais vivos analisados para tumor (quando
presente), pele e sangue.

Das 25 praias do municipio de Ubatuba onde os animais deste estudo foram
coletados (Tabela 12), 12 s&o praias monitoradas pela CETESB: Picinguaba,
Lagoinha, Lazaro, Perequé-acu, Enseada, Toninhas, Itagua, Grande, Vermelha do

Sul, Vermelha do Centro, Iltamambuca e Tenorio.
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Tabela 12- NUumero de tartarugawOs com e sem FP e animais positivos para anélise molecular de
ChHVS5 por ponto de coleta.

Praias Total
No.total ChHV5+ % ChHV5+ No.total ChHV5+ % ChHV5+

Itaguéa 7 7 100,0% 4 2 50,0% 11
Camburi 7 5 71,4% 4 3 75,0% 11
Enseada 5 3 60,0% 7 5 71,4% 12
Cedro 4 4 100,0% 3 3 100,0% 7
Almada 3 2 66,7% 0 0 0,0% 3
Saco da Ribeira 2 2 100,0% 2 2 100,0% 4
Lazaro 1 1 100,0% 4 3 100,0% 5

< Barra Seca 1 1 100,0% 3 3 100,0% 4
:5 Picinguaba 1 1 100,0% 1 1 100,0% 2
§ Vermelha do Sul 1 1 100,0% 1 1 100,0% 2
g Itamambuca 1 0 0,0% 1 1 100,0% 2
o Bonete 1 0 0,0% 1 0 0,0% 2

o

'c Estaleiro 1 1 100,0% 0 0 0,0% 1
é Peres 1 1 100,0% 0 0 0,0% 1
S Matarazzo 1 1 100,0% 0 0 0,0% 1
9 Tenério 1 1 100,0% 0 0 0,0% 1
‘® Praia do Léo 1 1 100,0% 0 0 0,0% 1
% Cruzeiro 1 0 0,0% 0 0 0,0% 1
Perequé-acu 0 0 0,0% 4 3 75,0% 4
Toninhas 0 0 0,0% 2 2 100,0% 2
Lagoinha 0 0 0,0% 2 1 50,0% 2
Vermelha do Centro 0 0 0,0% 2 0 0,0% 2
Ilha do Mar Virado 0 0 0,0% 1 1 100,0% 1
Praia Grande 0 0 0,0% 1 1 100,0% 1
Ponta Aguda 0 0 0,0% 1 1 100,0% 1

m Séao Sebastiao 6 5 83,3% 2 2 100,0% 8
9 g Ilha Bela 1 1 100,0% 3 3 100,0% 4
= fg Caraguatatuba 0 0 0,0% 3 2 66,7% 3
o g Paraty 1 0 0,0% 1 1 100,0% 2
Angra dos Reis 1 1 100,0% 0 0 0,0% 1

Total 49 39 79,6% 53 41 77,4% 102

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: No. total, nimero total de animais coletados para cada ponto; ChHV5+, animais positivos para ChHV5.

Como se pode ver na Tabela 12, dentre todos os pontos de coleta, as praias
de Enseada e Itagua tém maior nimero de animais amostrados neste trabalho (12 e
11, respectivamente).

Os Grafico 3 e 4 mostram a relacdo entre animais com e sem FP e animais
negativos e positivos para ChHV5, respectivamente, nos pontos onde houve maior
namero de animais coletados. Em relacdo aos animais com FP, as praias com maior
namero de tartarugas foi Iltagua e Camburi, com 7 em cada (Grafico 3). A praia de
Itagud é também aquela com maior prevaléncia de animais positivos para ChHV5
(9), seguida por Camburi (8) e Enseada (8) (Grafico 4).
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Gréfico 3 — Numero de animais com e sem FP nos pontos de coleta onde houve maior nimero de
animais amostrados.

[EnN

Animais sem FP

Numero de animais

B Animais com FP

Pontos de coleta

Fonte: Elaborado pela autora para este estudo.

Gréfico 4 — Numero de animais positivos e negativos para ChHV5 nos pontos de coleta onde houve
maior nimero de animais amostrados.

Animais negativos
para ChHV5

Numero de animais

B Animais positivos
para ChHV5

Pontos de coleta

Fonte: Elaborado pela autora para este estudo.

A analise dos Graficos 3 e 4 evidenciam que as praias com maior nimero de
animais acometidos pela doenca também s&o as praias com maior nimero de
animais positivos para ChHV5. Ademais, o numero de animais positivos para ChHV5
€ maior do que os animais acometidos pela FP, uma vez que o virus pode ser
detectado mesmo em animais sem a doenca, como ja discutido previamente.
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Atualmente, as 3 praias de onde provém um maior numero de tartarugas para
o Projeto TAMAR de Ubatuba sdo: Camburi, Cedro e Barra Seca. Nestas praias ha
presenca de pescadores parceiros do projeto, que mantém redes de pesca e
frequentemente capturam incidentalmente tartarugas-marinhas. Quando tartarugas
ficam presas nas redes de pesca, 0s pescadores entram em contato com o TAMAR
para a entrega desses animais.

Essas 3 praias ndo sdo monitoradas pela CETESB, assim, delas foram
coletadas amostras de agua do mar para analise de Nitrato, Nitrito, Polifosfatos,
Nitrogénio Amoniacal, Carbono Orgéanico Total (COT), pH, Oxigénio Dissolvido (OD),
Coliformes Termotolerantes e Bactérias Heterotréficas. Duas coletas foram
realizadas: uma em novembro de 2018 e outra em abril de 2019.

A Tabela 13 traz os resultados de parametros fisico-quimicos para as duas

analises das praias:

Tabela 13 - Parametros fisico-quimicos analisados para 3 praias de Ubatuba, coletas realizadas em
novembro de 2018 e abril de 2019.

. : 1 ... 2 Nitrogénio 4 : 5 6 7 o8

Praia Coleta Nitrato™ Nitrito Amoniacal® COT.” Polifosfatos® OD. pH Cond." T.(°C)
Camburi 1 <020 <0006 <010 <300 <002 72 71 504 223
2 <0,20 <0,006 <0,10 <3,00 <0,02 9,2 7,4 48,1 27,5
Cedro 1 0,78 <0,006 <0,10 <3,00 <0,02 63 7,8 51,7 22,3
2 <0,20 <0,006 <0,10 <3,00 <0,02 69 7,2 48,7 27,4
1 0,24 0,007 <0,10 <3,00 0,02 8,9 7,1 46,8 21,2

Barra Seca
2 0,34 <0,006 <0,10 <3,00 <0,02 7,8 6,9 49,0 28,2

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: ', Nitrato (mg/L NOS-N); 2, Nitrito (mg/L NOZ-N); 3 Nitrogénio Amoniacal (mg N-NH3/L); COT*, Carbono
Organico Total (mg/L C); °, Polifosfatos (mg P/L); OD°, Oxigénio Dissolvido (mg/L); Cond.”, Condutividade
(mS/cm); T.8, Temperatura (°C).

Segundo a Resolugdo CONAMA 430/2011 (que alterou a Resolugéo
CONAMA 357/2005), as agua salinas séo classificadas em funcdo dos “usos

preponderantes”, logo as praias podem ser consideradas:

Secdo Il, Art. 5°, Il - classe 1: aguas que podem ser destinadas: a)
recreacdo de contato primario, conforme Resolucdo CONAMA n°
274, de 2000; b) a protecdo das comunidades aquaticas; e c) a
aquicultura e a atividade de pesca.

Essa resolucdo também dispde sobre condi¢cdes e padrbes para a qualidade
da agua, entre eles, os valores de Nitrito, Nitrato, Nitrogénio Amoniacal, Polifosfatos
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COT, pH, OD. Derivados de nitrogénio e fosfato normalmente apresentam-se em
pequena quantidade nos corpos d’agua. Quantidades grandes destes compostos
podem ser provenientes da utilizacdo de adubos e/ou despejo do esgoto doméstico
ou industrial. Os valores de OD e pH sé&o indicadores da presenca de matéria
organica em decomposi¢cdo, uma vez que, em ambientes que recebam grande
quantidade de matéria organica ocorre a diminuicdo do oxigénio dissolvido, pois as
bactérias que dissolvem essa matéria consomem 0 oxigénio e alteram o pH da agua
gue normalmente natureza esta entre 6 e 9,5, ou seja, mais proximo de neutro (SOS
MATA ATLANTICA, 2016). O COT é uma medida do teor de matéria organica nos
corpos d’agua superficiais € um importante indicador de poluigédo, pois sua presencga
implica no consumo do oxigénio dissolvido pelos microrganismos em Seus processos
metabdlicos, o que tende a restringir outras espécies aquaticas (VON SPERLING,
2005).

Como se pode ver na Tabela 13, dos valores estabelecidos, o ensaio para
Nitrato de uma das andlises na praia do Cedro apresentou um valor em desacordo
com o estabelecido para aguas salinas classe 1, com valor de 0,78 mg/L NO3-N
(Limite: 0,40 mg/L NOs-N).

A Tabela 14 exibe o resultado da andlise microbioldgica das duas coletas das

praias de Camburi, Cedro e Barra Seca.

Tabela 14 - Parametros microbiolégicos analisados para 3 praias de Ubatuba, coletas realizadas em
novembro de 2018 e abril de 2019.

Praia Coleta Bactérias Heterotroficas Coliformes Termotolerantes
(UFC/mL) (UFC/100mL)
Camburi Novembro de 2018 1 ausente
Abril de 2019 22 >200,0
Cedro Novembro de 2018 <1l ausente
Abril de 2019 6 ausente
Barra Seca Novembro de 2018 8 ausente
Abril de 2019 200 >200,0

Fonte: Elaborado pela autora.

A Resolugdo CONAMA n° 274 de 2000, determina que as aguas destinadas a
recreacdo de contato priméario (quando existir o contato direto do usuério com o0s
corpos de agua como, por exemplo, as atividades de natacdo, esqui aquatico e
mergulho) serdo consideradas proprias quando nestas “houver, no maximo, 250
coliformes fecais (termotolerantes) ou 200 Escherichia coli ou 25 enterococos por 100

mililitros”. Os coliformes termotolerantes ou termoresistentes (fecais) séo
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encontradas nas fezes de animais de sangue quente, inclusive dos seres humanos.
S&o potencialmente patogénicos e sua presenca pode ser uma evidéncia de despejo
de esgoto (FUNASA, 2013; SOS MATA ATLANTICA, 2016).

A Portaria n°® 2.914/2011 do Ministério da Saude (Portaria de Potabilidade)
determina que na &gua para consumo humano seja verificada a auséncia de
coliformes totais e Escherichia coli e determinada a contagem de bactérias
heterotréficas, para garantir sua potabilidade. A mesma portaria estabelece que a
contagem de bactérias heterotroficas deva ser realizada como um dos parametros
para avaliar a integridade do sistema de distribuicdo de agua (reservatorio e rede),
recomendando que n&o deva exceder a 500 Unidades Formadoras de Colonias por
1 mililitro de amostra (500 UFC/mL).

Sabe-se que insultos bioldgicos e quimicos de carater antropogénico
(LUTCAVAGE et al., 1997) podem acarretar comprometimento da fisiologia, fungao
imune, estresse cronico, além do aumento na suscetibilidade a doencas em
tartarugas-marinhas (AGUIRRE et al., 1995; LUTZ, 1998), porém os parametros e
valores limitrofes ainda néo foram definidos.

Analisando os dados da Tabela 14 é possivel verificar que a contagem de
bactérias heterotréficas e coliformes termotolerantes ndo excederam o estabelecido
pela legislacdo previamente citada. Contudo, a quantidade de bactérias
heterotréficas e coliformes termotolerantes aumentou nas 3 praias analisadas, apos
o periodo do verdo. Este aumento foi mais significativo nas praias do Camburi e
Barra Seca e principalmente para coliforme termotolerantes que passaram de
ausentes para presentes com mais de 200 Unidades Formadoras de Colonias por
100 mililitros de amostra (UFC/100 mL).

Uma possibilidade a ser investigada, € que os limites de contaminantes fisico-
quimicos e microbiolégicos que afetam a saude de tartarugas-marinhas, bem como
de outros organismos aquaticos, sejam diferentes daqueles que afetam a saude de
seres-humanos, na qual se baseiam as legisla¢des vigentes. Tal hipotese nos leva a
questionar se praias, que sdo areas de alimentacdo para tartarugas-marinhas, néo
deveriam ser enquadradas na “classe especial’. Segundo a Resolucdo CONAMA n°
274 de 2000, esta classe de aguas devem ser mantidas as condi¢bes naturais,
sendo proibido o langamento de efluentes ou disposicdo de residuos domésticos,
agropecuarios, de aquicultura, industriais e de quaisquer outras fontes poluentes,

mesmo que tratados. Estes corpos de agua sao destinados a “a) a preservacao dos
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ambientes aquaticos em unidades de conservacdo de protecdo integral; e b) a
preservacao do equilibrio natural das comunidades aquaticas”.

O numero de coletas de amostras de agua, para a analise dos parametros de
qualidade da agua do mar, néao foi suficiente para que se pudesse encontrar alguma
correlacdo direta entre estes fatores e a deteccdo de ChHV5 e incidéncia de FP.
Além disso, ndo foi possivel obter amostras de animais dessas trés praias nas duas
coletas de agua, inviabilizando uma comparacéo.

O Grafico 5, exibe as médias geométricas de enterococos dos ultimos trés

anos para as praias monitoradas pela CETESB.

Grafico 5 — Numero de Médias geométricas de enterococos dos Ultimos trés anos para as praias
monitoradas pela CETESB no municipio de Ubatuba
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As praias de Itagud e Enseada, que tiveram um grande numero de animais
com FP e/ou ChHV5 detectado por este estudo sdo monitoradas pela CETESB.
Segundo a avaliacdo dos anos de 2015, 2016 e 2017 (Grafico 5) para enterococos,
microorganismos indicadores de poluicdo fecal, mostra que na maioria das praias
essa média foi inferior a 10 UFC/100 mL, inclusive na praia de Enseada, mas a praia
de Itagué foi uma excecédo, pois apresentou médias geométricas superiores a 50
UFC/100 mL, chegando até 98 UFC/100 mL. Vale mencionar que os pontos da Praia
de ltagua apresentaram as maiores médias geométricas do municipio em 2017.

Enterococcus spp. foi encontrado em associacdo com infec¢des respiratorias,
articulares e cutaneas que se desenvolveram durante o periodo de reabilitacdo de
tartarugas L. kempii mantidas temporariamente em cativeiro (INNIS et al. 2014);
assim como em lesdes de FP em tartarugas-verdes, e em lesdes de bexiga, figado,
pulmbes e musculos em C. caretta (AGUIRRE et al., 1994; FICHI et al., 2016; de
MORAIS et al., 2011).

Pereira (2016) encontrou diferentes espécies de enterococos que compdem a
microbiota do trato gastrointestinal de tartarugas-de-pente e tartarugas-verde no
Litoral Norte do Rio Grande Do Sul. Algumas dessas espécies de enterococos
apresentaram genes de viruléncia e/ou resisténcia a antimicrobianos que podem
estar relacionadas a fatores antropogénicos. Alguns estudos que avaliavam a
qualidade da agua de praias recreativas também demonstraram elevados
percentuais de resisténcias em enterococos a diversos antimicrobianos utilizados
comumente na clinica médica e veterinaria, confirmando a ocorréncia de resisténcia
em ecossistemas marinhos (BENNANI et al.,, 2012; DADA et al., 2013; AHMAD et
al., 2014).

Pereira (2016) sugere que essas linhagens bacterianas resistentes podem
constituir um reservatorio desses genes e, sendo 0 ecossistema marinho um meio
de disseminacdo, é importante considerar o potencial dos enterococos em ocasionar
riscos a saude das tartarugas-marinhas, assim como para outros organismos que
compartiiham o mesmo ambiente. Logo, seria importante o desenvolvimento de
estudos que avaliassem a relacdo entre niveis de infestacdo bacteriana e sinais
clinicos e patoldgicos associados a FP (AGUIRRE et al., 1994).

A Figura 5, apresenta a distribuicdo das categorias Prépria e Impropria da

CETESB para as praias de Ubatuba analisadas em 2017.
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Figura 5 — Imagem de satélite de Ubatuba, com a distribuicdo das categorias Prépria e Imprépria da
CETESB de cada ponto de balneabilidade em 2017
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Sator e Aquas Lhoudoeas

Os resultados exibidos na Figura 5 nos mostram que 0s pontos de
amostragem com classificagao “Impropria” sdo muitas vezes circundados por pontos
com classificacdo “Prépria”. Assim, mesmo tartarugas-marinhas que permanecem
em areas menos afetadas pela entrada de matéria organica de origem antropica,
particularmente esgoto sanitario, podem ter contato com areas mais impactadas,
umas vez que ja foi descrito na literatura que os individuos podem circular entre
diferentes areas de alimentacdo mesmo que estas estejam a quildbmetros de
distancia uma das outras (PAPI, LUSCHI, 1996; LUSCHI et al., 1998; GALLO et al.,
2006). Esta hipdtese pode explicar a alta incidéncia de animais portadores do agente
viral e da FP mesmo em praias onde a deteccao de insultos biologicos e quimicos de
carater antropogénico foi baixa em relacéo ao estipulado por 6rgaos de fiscalizacao.
Assim, futuros estudos relacionando o langcamento de esgoto e a FP devem levar em
consideracdo, regides geograficas, uma vez que, 0s animais podem circular por
praias que sejam préoximas e de facil acesso entre elas, e assim entrar em contato
com poluentes que a literatura sugere que possam induzir a quebra da laténcia viral
ou causem imunossupressao, contribuindo para o desenvolvimento da FP (HERBST;
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KLEIN, 1995) assim como aumento de sua prevaléncia (ADNYANA,; LADDS; BLAIR,
1997).

O monitoramento da FP nas tartarugas-marinhas é um indicador da saude
dos ecossistemas marinhos (AGUIRRE, LUTZ, 2004; FLINT et al., 2010) e contribui
para o rapido reconhecimento da manifestacdo da doenca permitindo que medidas
de prevencdo e controle, com foco na protecdo de areas naturais contra mudancas
antropicas, como a poluicdo (CHAVES et al., 2017). Para tanto, o uso de técnicas
moleculares sensiveis em diferentes tecidos biolégicos, como a metodologia
empregada do presente estudo, é indispensavel para permitir a deteccdo do ChHV5
mesmo em infecc¢des recentes (CHAVES et al., 2017).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo se baseou na deteccdo molecular de ChHV5, utilizando
quatro primers que amplificam regides de diferentes tamanhos, em diferentes tecidos
de tartarugas-verdes, com o intuito de contribuir para a elucidacdo de aspectos
epidemioldgicos e relacionados a patogénese da fibropapilomatose através de uma
metodologia mais sensivel.

A prevaléncia do virus foi determinada a nivel tecidual, além de uma analise
por individuo para dois grupos distintos: animais necropsiados e animais vivos. A
determinacao por individuo se deu a partir da avaliagdo conjunta da presenca ou
auséncia de ChHV5 nos diferentes tecidos avaliados. Essa perspectiva permite que
sejam formuladas hipdteses sobre a patogénese FP e a disseminac¢do do virus na
regido do Litoral Norte de S&o Paulo.

A deteccdo de ChHV5 em tecidos tumorais e em individuos acometidos pela
doenca, reforca as evidéncias do ChHV5 como o agente etiologico da FP, assim
como descrito em outros estudos. Por outro lado, a presenca do agente em tecidos e
individuos sem a manifestacdo de lesGes demonstra o comportamento dos
alphaherpesvirus, indicando possiveis locais de persisténcia viral por infeccdo
latente além do carater multifatorial da doenca.

Tendo em vista a grande porcentagem de detecc¢do do virus em pulmdes e
gbnadas, principalmente em individuos sem sinais clinicos da FP, e a alta
prevaléncia encontrada em individuos acometidos e ndo acometidos pela doenca,
hipéteses podem ser levantadas a respeito da patogénese da FP. Tanto pulmdes
como gbnadas podem ser um local de persisténcia viral por infeccéo latente e/ou um
local de infeccdo priméria, sugerindo pelos menos duas vias de infeccdo. Além
disso, a inclusdo deste 6rgdo na avaliacdo alterou a frequéncia de individuos
portadores, sendo responsavel pela alta prevaléncia encontrada nesses animais.

Mais trabalhos avaliando a detec¢do e quantificagdo do virus em 6rgaos
internos podem esclarecer quanto ao envolvimento dos sistemas respiratério e
reprodutor na transmissao e infecgédo do ChHV5.

A deteccdo molecular do agente viral com a utilizacdo de primers que
amplificam regibes de diferentes tamanhos, bem como uma analise utilizando
diferentes tecidos favoreceu a deteccdo do virus em tartarugas, mesmo que né&o

existam sinais clinicos da FP, sendo essa uma técnica sensivel que permite a
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7

deteccdo mesmo em infeccbes recentes. Este € um ponto importante para o
monitoramento de animais que sdo reservatorios virais, facilitando a disseminagéo
do agente etiolégico e da doenca.

A correlacédo entre escore de FP (FPS) e a deteccdo de ChHV5 demonstrou
que em animais com grau severo da doenca, o virus foi detectado em todos os
tecidos avaliados. Este é um indicio de que em animais com FPS severo a infeccéo
por ChHV5 esteja disseminada, 0 que representa uma grande probabilidade de
disseminacéao do virus no ambiente por esses individuos.

Os dados analisados no presente estudo evidenciam dois fatores
preocupantes: a grande porcentagem de deteccdo do agente viral em gbnadas de
individuos acometidos e ndo acometidos pela FP, principalmente em fémeas, que
pode significar uma via de transmissado direta através a copula e/ou entre fémeas e
filhotes; e também, o fato do virus ser praticamente onipresente, independente das
condi¢gBes clinicas dos animais, uma vez que foi encontrada neste estudo uma
prevaléncia de 100% nos animais necropsiados e 80% nos animais vivos analisados.

A cerca da caracterizacdo molecular de ChHV5, foi possivel observar que ss
sequéncias de DNA polimerase de amostras de sangue e tumor identificadas neste
estudo tiveram 100% de identidade com outras sequéncias provenientes de
amostras de pele, tumor e secre¢bes oral e ocular coletadas em Ubatuba/SP.
Portanto, um mesmo haplétipo do agente viral parece ser capaz de infectar
diferentes tecidos do hospedeiro.

Ademais, a sequéncia obtida de uma amostra de ovério neste estudo foi
compativel com uma sequéncia encontrada em Fernando de Noronha/PE. O que
nos leva a algumas constatacdes: 1) os animais encontrados no Litoral Norte de Sao
Paulo parecem estar infectados por mais de um haplétipo viral; 2) os virus podem
ser transportados pelas tartarugas durante suas rotas migratérias; 3) este pode ser
considerado mais um indicio de transmisséo vertical em ChHV5, contudo, anélises
com ovos e filhotes se fazem necessarias que se possa confirmar esta possibilidade.

As implicacdes destes dois fatores nas populacdes de tartarugas-marinhas
sdo negativas e sérias. Os animais selvagens ja sofrem intensa presséo
antropogénica levando a perda de habitat e redugdo drastica no numero de
individuos. Doengas emergentes, como a FP, nestas populacbes podem

potencialmente aceleram o processo de extingéo.
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A andlise da qualidade da agua de praias onde foram encontrados animais
com e sem sinais clinicos da FP, mas portadores do ChHV5, demonstrou que
algumas regides estdo mais poluidas que outras, o que nos leva a criar algumas
hipoteses: 1) As tartarugas-marinhas podem circular entre praias proximas e assim
entrar em contato com insultos quimicos e biologicos que podem afetar sua
imunidade, deixando-os mais suscetiveis a patdégenos; 2) os limites de
contaminantes fisico-quimicos e microbiolégicos que afetam a salude de tartarugas-
marinhas, bem como outros organismos aquaticos, podem ser diferentes daqueles
que afetam a saude de seres-humanos e dos quais se baseiam as legislacdes
vigentes. Assim, mesmo praias que estdo dentro dos padrdes exigidos por érgaos de
fiscalizacdo, podem estar comprometendo a salude de organismos aquaticos.

Estas interpretacfes nos levam a ponderar se areas com grande incidéncia de
tartarugas-marinhas, como sdo areas de alimentacdo, nao deveriam ser
enquadradas na “classe especial’” de corpos d’agua da Resolucdo CONAMA n° 274
de 2000, a fim de preservar os ambientes e comunidades aquaticas através de
protecéo integral.

O presente trabalho buscou contribuir na elucidacado de aspectos importantes
da FP, como patogéneses e transmissdo do agente viral. Estes resultados podem
direcionar futuros estudos, de modo a permitir o monitoramento dessa doenca e
assim auxiliar na prevencao e controle da mesma através de intervencdes diretas
nos animais ou indiretas, pela protecdo de dareas naturais contra mudancas

antrépicas, como a poluicao.
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APENDICE
APENDICE A — Dados de tartarugas-verdes no acometidas para FP amostradas com sangue
Sangue Individuo
Animal FP CCC LCC Massa N° Tamar Coleta Praia UL30 UL18 uL27 FUS Final Final

UBA022 nao 84,00 77,00 9,00 - fev/14 ltagua N N N N N N
UBA026 nédo 44,00 41,80 15,00 - fev/14 Tabatinga N N N N N N
UBA027 nao 41,30 37,80 7,50 TT1305/92562 fev/14 Cedro P P P N P P
UBA028 néo 32,70 29,20 3,00 89919/TT1282 fev/14 Toninhas N P N N P [
UBA029 nao 34,40 30,50 4,00 - fev/14 Paraty N P N N P P
UBA030 ndo 40,30 37,30 6,00 92460 fev/14 ltaguéa N P N N P [
UBAO031 nao 35,60 34,20 5,00 92561 fev/14 Enseada P P P N P P
UBA 032 néo 35,70 32,10 4,00 92530/TT1302 fev/14 Vermelha do Centro N N N N N N
UBAO033 nao 53,30 50,00 15,00 - - Caraguatatuba N P P N P P
UBA037 néo 39,50 34,40 5,00 94469/468 set/14 Cedro P P N N P [
UBAO38 nao 36,60 33,30 4,50 94426 set/14 Enseada N P P N P P
UBAO039 nédo 31,20 28,70 3,00 - - Ilha do Mar Virado N P N N P P
UBAO0O40 nao 50,90 45,00 15,00 - - S&o Sebastido N P N N P P
UBAO057 nédo 37,00 34,60 4,00 98155 mar/15 Praia Grande N P P N P P
UBAO58 nao 38,90 36,00 5,10 98185 mar/15 Vermelha do Centro N N N N N N
UBAO059 nédo 35,80 33,50 5,00 98157 mar/15 Saco da Ribeira P P P N P P
SP001 nao 41,30 38,50 8,60 BRAO00478 fev/16 Itagud N N N N N N
SP002 néo 39,00 6,70 - fev/16 - N N N N N N
SP003 nao 29,00 26,80 2,70 BRAO02527 fev/16 Perequé-acu N N N N N N
SP004 néao 34,50 31,20 4,50 BRA02593 fev/16 Saco da Ribeira P N N N P P
SP005 nao 32,00 30,40 4,10 BRAO00475 fev/16 Enseada N N N N N N
SP006 ndo 44,70 40,00 10,00 BRA03439/38 fev/16 Camburi N N N N N N
SP008 nao 45,50 41,70 11,00 BRA02507/06 fev/16 Bonete N N N N N N
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Sangue Individuo
Animal FP CCC LCC Massa N° Tamar CcC FPI FPS Coleta Praia UL30 uUL18 uL27 FUS Final Final
UBAO008 sim 36,00 32,00 4,00 89464 Boa 22,4 leve set/13 S&o Sebastido N P P N P P
UBAO009 sim 39,50 35,50 6,00 89498 Boa 6,1 leve set/13 Enseada P P P N P P
UBAO010 sim 37,50 34,70 83995 - - - set/13 Tenorio N P N N P P
UBAO11 sim 33,00 29,80 4,00 89397 Boa - - set/13 Almada N P P N P P
UBAO013 sim 41,00 36,50 6,50 86230 - - - mar/13 Cruzeiro N N N N N N
UBA014 sim 33,00 29,80 4,00 89397/89935 - - - jan/14 ltagua N P P N P P
UBAO015 sim 39,50 35,00 6,50 89323 - - - jan/14 ltagua N P P N P P
UBAO016 sim 41,00 36,50 6,50 86230/8936 - - - jan/14 ltagua N P N N P P
UBAO017 sim 38,10 35,50 6,00 89964 - 139,5 severo jan/14 ltagua P P P N P P
UBAO034 sim 35,40 32,30 5,00 92521/TT1296 Boa 101 moderado fev/14 Angra dos Reis P N P P P P
UBA035 sim 43,30 40,80 9,00 92452/TT1289 Boa 2243 severo fev/14 ltagua P P P N P P
UBA036 sim 35,90 32,20 5,00 92531/TT1303 Boa 15 leve fev/14 ltagua P N P N P P
UBA041 sim 38,00 33,50 6,00 94278 Boa 74,6 moderado set/14 ltagua P P P N P P
UBA042 sim 40,60 35,70 8,00 94462/463 Boa 5 leve set/14 Enseada N P N N P P
UBA043 sim 33,20 32,80 6,00 93538 Boa 144,4 severo set/14 Estaleiro P P P N P P
UBA044 sim 57,20 53,90 23,50 94408 Boa - - set/14 Cedro N P N N P P
UBA045 sim 48,20 43,10 15,00 94329 Boa 152,1 severo set/14 Enseada N N N N N N
UBAO060 sim 46,00 41,60 13,50 97967 Boa 12,1 leve mar/15 Camburi N P P N P P
SP007 sim 54,20 49,80 18,00 BRA03429/28 Boa - - fev/16 Camburi N N N N N N
SP009 sim 47,00 43,70 12,50 BRA034201 - - - fev/16 Bonete N N N N N N
SP010 sim 38,60 34,60 7,00 BRA02580 Regular - - fev/16 Almada N N N N N N
SP011 sim 41,50 38,70 8,00 BRA02506 Boa - - fev/16 S&o Sebastido N N N N N N
SP012 sim 56,50 54,00 16,00 BRA02401 Ruim - - fev/16 Camburi P N N N P P
SP013 sim 45,00 42,50 10,00 BRA00341 - - - fev/16 Camburi N N N N N N
SP014 sim 49,50 44,70 12,80 BRA00214/15 - - - fev/16 Camburi P N N N P P
SP015 sim 41,00 38,00 7,40 BRA02419 - - - fev/16 Itamanbuca N N N N N N
SP016 sim 42,80 39,10 9,00 BRA02535 - - - fev/16 Paraty N N N N N N
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Sangue Pele Individuo
Animal FP CCC LCC Massa N°Tamar CcC Coleta Praia UL30 UL18 UL27 FUS Final UL30 UL18 UL27 FUS Final Final
SuUl ndo 42,80 41,20 8,20 TT2194 bom nov/18 Camburi N N N N N N N N N N N
SsuU2 ndo 38,00 35,10 5,00 TT2251 regular nov/18 Camburi N N N N N N N N N N N
SuU3 ndao 44,00 40,00 9,20 TT2230 bom nov/18 Barra Seca N N N N N N N N N N N
Su4 ndo 38,00 35,60 3,90 TT2261 ruim nov/18 Domingas Dias N N N N N N N N N N N
SuU5 ndo 33,20 31,40 4,10 TT2196 regular nov/18 Barra Seca N N N N N N N N N N N
SuU6 ndao 37,30 33,00 3,50 TT2259 ruim nov/18 Ilha Bela N N N N N N P N N P P
suU7 ndo 36,00 32,80 3,90 TT2263 ruim nov/18 Ilha Bela N P N N P N P N N P P
Sus ndo 64,00 57,00 27,00 - bom nov/18 Enseada N N N N N N P N N P P
SuU9 ndo 34,50 31,60 5,00 TT2324 bom abr/19 Lagoinha N N - N N N N - N N N
SuU10 ndo 41,40 40,90 6,70 TT2319 regular  abr/19 Enseada N P - N P N P - N P P
SuU11 ndao 37,00 34,50 4,90 TT2326 regular  abr/19 Enseada N P - N P N P - N P P
APENDICE D- Dados de tartarugas-verdes acometidas pela FP amostradas com sangue e pele
Sangue Pele Tumor Individuo
Animal FP CCC Massa N°Tamar CC FPI FPS Coleta Praia UL30 UL18 UL27 FUS Final UL30 UL18 UL27 FUS Final UL30 UL18 UL27 FUS Final Final
SF1 sim 39,00 5,90 TT2239 regular 88,6 moderado nov/18 Picinguaba N N N N N N P P N P N P P N P P
SF2 sim 3890 7,50 TT2233  bom 39 leve nov/18  Camburi N N N N N P P P N P P P P P P P
SF3 sim 49,50 14,00 TT2255 regular 257,9 severo nov/18 Lazaro P N N N P P P P N P N P P N P P
SF4 sim 4550 11,00 TT2246  bom 2,2 leve nov/18  Camburi N P N N P N P P N P P P P P P P
SF5 sim 44,00 7,04 TT2323 regular 20,4 leve abr/19 Peres N N - N N P P - P P P P - N P P
SF6 sim 46,30 11,50 TT2314 bom 41,8 moderado abr/19 Enseada N N - N N N N - N N nc nc nc nc nc N
SF7 sim 36,70 5,10 TT2322 bom 29,2 leve abr/19 Matarazzo N N - N N P P - N P P P - P P P
SF8 sim 41,00 5,70 TT2304 regular 24,6 leve abr/19  Enseada N N - N N P P - P P P P - N P P
SF9  sim 37,00 460 TT2327 regular 3,7  leve  abr/19 Vzgmsegl‘a N N - N N P N - P P P P - P P p

Nota: nc, amostra ndo coletada.
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Pele Pulmdes Gonadas Figado Baco Individuo
Animal FP CCC Massa Sexo CcC Coleta Praia 'g 'g 'g E %-I 'g 'g 'g E %-I 'g 'g 'g E %-I 'g 'g 'g E %-I 'g 'g 'g E %-I Final
8 b N 0o 2 8 5 8 62 85 302 8 &5 8o 8 &5 8 o2
P22 ndo 40,8 6,7 Fémea regular 2016 Itamambuca * % - % p * * - % P P N N N P P P N N P N P N N P P
P23 ndao 51,0 11,4 Fémea ruim 2016 Toninhas * 0% - * p * * - % P N N N N NN P N N P N P N N P P
P24 ndo 49,0 9,5 Macho  ruim 2016 Vermelhado Sul * * - * N * % - % P N N N N N P P N N P N P N N P P
P26 ndo 39,5 52 Fémea ruim 2016 Enseada * % - % p * * - % P P P P N P NN P N P P P N N P P
P27 ndo 46,5 12,0 Macho bom 2016 Cedro * % - N * 0¥ - * P nc ncncncnc NN N N N N P N N P P
P28 ndo 40,5 6,0 Fémea regular 2016 Lazaro * % - p * 0% - * P P P NN P N N P N P P P N N P P
P29 ndo 41,0 7,0 Fémea regular 2016 Camburi * % - N * 0¥ - * P P P P N P P P N N P P N N N P P
P38 ndo 33,5 4,2 Fémea bom 2016 Perequé-agu * % - % N nc nc ncnc.nc P NN N P N P N N P N N N N N P
P40 nao 41,4 53 Fémea ruim 2016 Perequé-acu * % - * N * * - % P P P N N P N N N N N N N N N N P
P41 ndo 35,7 3,6 Fémea ruim 2016 Ponta aguda * * - * N * * - % P P P N N P N N N N N P P N N P P
P42 nao 42,2 7,2 Fémea regular 2016 Sdo Sebastido  * * - * N * * - % P P P N N P N N N N N N P N N P P
P48 ndao 31,0 2,6 Fémea ruim 2016 Barra Seca * * - * N * * - % P P P N N P N P N N P N P P N P P
P49 ndo 48,9 7,9 Macho ruim 2016 Picinguaba * * - * N * * - % P N P P N P N P N N P N P N N P P
P50 ndo 38,8 5,0 Fémea ruim 2016 Lagoinha * * - * N * * - % P N P N N P N N N N N P P N N P P
SN1 ndao 34,9 4,0 Fémea ruim nov/18 Caraguatatuba N P P N N N P P N P P P N N P N P N N P nc nc nc nc nc P
SN2 ndo 34,5 2,6 Fémea ruim nov/18 Lazaro N P P P P N N N N N N P N N P N N N N N P P N N P P
SN3 ndo 35,5 2,8 Fémea ruim nov/18 Perequé-acu N P P P P N P P N P N N N N N N P N N P P P N N P P
SN4 ndao 38,0 3,9 Fémea  ruim nov/18 DomingagsDas N N N N N P N P N P P N P N P P P P N P N N N N N P
SN5 ndo 37,4 4,5 Fémea ruim  nov/18 ltagua N P P NP N P N N P N P P N P N N NN N N P N N P P
SN6 ndo 37,3 3,5 Macho  ruim  nov/18 llha Bela N NP N P N P P N P N P N N P N N N N N N P N N P P

Nota: nc, amostra ndo coletada; *, resultado disponivel no trabalho de Zamana (2016).
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Pele Tumor Pulmdes Gobnadas Figado Baco Individuo
i e L e e e < = B B

Animal FP CCC Massa Sexo CcC FPI FPS Coleta Praia @ b % s?_: w b % g_) @ b % g_) © BN % g_) © BN % s?_: ® BN % s?_) Final

; a Sacoda . . & * % % * %k %
P25 sim 50,5 12,5 Fémea regular leve 2016 Ribeira P P P N N N N N N N N N N N P N N P P
P30 sim 445 10,5 Fémea ruim 116 moderado 2016 gzg: * x *x p * % *x p *x * * p p p N N P NNININININNN N N P
P32 sim 56,5 16,3 Fémea ruim 20,9 leve 2016 llhaBela * * * p * % *x p * * *x p p P N N P N N N N N P P N N P P
P33 sim 59,0 20,7 Fémea regular 212  severo 2016 Cedro * % x p *x *x * p * x ¥ p p p N N P N P N N P N P N N P P
P43 sim 47,0 14,0 Fémea ruim 1,2 leve 2016 Almada * 0% * p * % * N * * * p p P N N P N N P N P P N N N P P
P44 sim 495 11,0 Fémea ruim 20,2 leve 2016 Saow ¥ % ¥ N * * * p * * * p p p N N P nc nc nc ncnc P P N N P P

Sebastido

i A H Praia do * * * * * * * * *
P45 sim 47,0 9,3 Fémea ruim 7,8 leve 2016 Léo P P P P P N N P N N N N N N P N N P P
P46 sim 50,0 16,0 Fémea regular 174  severo 2016 Cedro ook % ook % k%
P47 sim 41,0 9,0 Fémea regular 6,1 leve 2016 Cedro * x0% * x0% * x0%
P1684 sim 363 4,2 Fémea rum 30,6  leve 2016 SRai‘ggi?; * % x p *x * % p *x * * p p P N NP PP NNV PTPUPNNP P
AG1l sim 44,0 13,7 Fémea bom 3,6 leve 2017 Alcatrazes * * % ook % ook % P
AG2 sim 445 9,7 Fémea bom 0,3 leve 2017 Alcatrazes * * % * ox % * k%
AG3 sim 450 10,8 Fémea bom 0,2 leve 2017 Alcatrazes * * * N * * * p % x % p N N N N

Nota: nc, amostra ndo coletada; *, resultado disponivel no trabalho de Zamana (2016).



