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PRADO-FERREIRA, I. R. Ocorréncia do Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV 5)
em amostras sanguineas de tartarugas verdes (Chelonia mydas) de cinco
estados brasileiros. Botucatu, 2023. 78p. Dissertacdo (Mestrado em Animais
Selvagens) Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
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RESUMO

A fibropapilomatose (FP) € uma enfermidade neoplésica de carater
benigno e ocorréncia circuntropical que afeta tartarugas marinhas em todos os
oceanos. A doenca tem alta relevancia no meio cientifico, por ser considerada
uma notavel ameaca a sobrevivéncia destes animais, principalmente da
tartaruga-verde (Chelonia mydas). Estudos moleculares tém detectado a
presenca do Chelonid alphaherpesvirus 5 associado a tecidos tumorais,
sugerindo o ChHV 5 como agente etiologico da fibropapilomatose, embora
exista um consenso na literatura de que a FP tem carater multifatorial. A
presenca do ChHV 5 em ambientes marinhos contaminados por acao
antrépica, associada a resposta do sistema imune individual e genética de
cada organismo, sdo fatores que desempenham papel importante na
manifestacdo dos tumores e evolucdo da doenca. Particularidades envolvendo
infeccdo e disseminacdo do ChHV 5 em tartarugas marinhas ainda nao foram
elucidados. Porém, testes moleculares de amplificacdo génica por reacdo em
cadeia polimerase (PCR) demonstraram a ocorréncia do Chelonid
alphaherpesvirus 5 ndo somente em neoformacfes cutadneas, como também
em pele, sangue, secrecdes e O0rgdos parenquimatosos ou intra-cavitarios de
tartarugas marinhas com tumores caracteristicos da FP e aparentemente
saudaveis, sugerindo infec¢des subclinicas ou latentes. Desta maneira, supde-
se que tartarugas marinhas sintomaticas e assintomaticas, possam atuar como
reservatorios do virus. O presente estudo teve como objetivo investigar a
ocorréncia do ChHV 5 em amostras sanguineas de tartarugas verdes (C.
mydas) juvenis de vida livre acometidas ou ndo pela FP, por meio da técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os animais envolvidos neste

estudo foram capturados em diferentes regibes costeiras abrangendo cinco



estados brasileiros: BA, ES, RJ, SC e RS. No total, 157 tartarugas marinhas da
espécie Chelonia mydas foram capturadas, e 43 apresentavam tumores
cutaneos caracteristicos de FP, indicando uma prevaléncia geral da doenca de
27% (43/157). Individualmente a prevaléncia da FP entre os animais
capturados foi de 8,8% (4/45) na Bahia, 53,3% (24/45) no Espirito Santo, 35%
(7/20) no Rio de Janeiro, 35,7% (5/14) em Santa Catarina e 9% (3/33) no Rio
Grande do Sul. Todos os animais tiverem amostras sanguineas coletadas,
dados biométricos registrados e passaram por exame fisico geral. Em
tartarugas marinhas que apresentavam tumores cutaneos, foram registrados
guantidade, local e tamanho dos mesmos. Para investigar a presenca do DNA
viral nas amostras sanguineas coletadas por meio da técnica de PCR foram
utilizados os conjuntos de primers UL-18 e UL-30, que possuem diferentes
genes alvos e tamanhos (pb). UL-18 que tem como gene-alvo a proteina do
capsideo do ChHV 5 detectou o virus em 13/157 amostras sanguineas. Em
contrapartida ndo foram detectadas sequéncias do gene da DNA polimerase,
referente ao primer UL-30, em nenhuma das amostras sanguineas analisadas.
A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o conjunto de primers UL-18 foi
mais sensivel para detec¢cdo do ChHV 5. E que, apesar da presenca do virus
no sangue nao ter sido abundante, foi demonstrada a circulacdo do ChHV 5 na
corrente sanguinea de animais juvenis de vida livre com tumores sugestivos de

FP e assintométicos, evidenciando disseminacéo hematdgena do patégeno.

Palavras-chave: Tartarugas marinhas. Sangue. PCR. Herpesvirus. Neoplasia.
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ABSTRACT

Fibropapillomatosis is a neoplasic disease that affects sea turtles
worldwide in panzootic proportions. FP has cincuntropical distribution and is
characterized by a single or multiple cutaneous growths with occasional
appearance in visceral organs. FP is a major concern to the scientific
community, as it is considered a serious threat to the survival of sea turtles.
Although tumors are histologically benign, depending on their size, location and
degree of invasiveness, they can often cause affected animals to become
debilitated. Tumours may compromise natural behaviour by hampering feeding,
vision, swimming ability and in case of visceral tumors, leading to organ failure
or physiological imbalances. Fibropapillomatosis has been reported in all sea
turtle species, but it mainly affects green turtles (Chelonia mydas). Most
evidence points to a herpesviral etiology for FP, with the majority of molecular
data suggesting that Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV 5) is the main
causative agent of the disease. Even though FP pathogenesis is not yet fully
elucidated, it is known that multiple factors play a role in tumour development
and disease progression, including ChHV 5 infection as well as, environmental
and immune-related cofactors. Several studies have detected the presence of
ChHV 5 through molecular technologies such as polymerase chain reaction
(PCR) not only in epithelial cells of FP tumours but also in skin, blood,
secretions and organs of tumoured and nontumoured sea, suggesting latent
and subclinical. Thus, symptomatic and asymptomatic sea turtles may be
considered ChHV 5 reservoirs and serve as potential source of viral
transmission. Thereby, this study aimed to investigate the occurrence of ChHV
5 on blood samples of juvenile wild caught tumoured and nontumoured green

sea turtles through PCR. The specimens were captured along five states off the



coast of Brazil: Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. A total of 157 Chelonia mydas were captured
and 43 of them had FP-like tumours, indicating a prevalence of 27% (43/157).
All sea turtles went through physical examination and biometry was registered.
157 blood samples were collected for molecular analysis. On FP-afflicted turtles
tumour count, location and size were registered. ChHV 5 was detected on
13/157 DNA extracts of blood samples by standard PCR essays, using primer
set UL-18 that bind to ChHV 5 capsid protein gene. On the other hand, primer
set UL-30 that bind to ChHV 5 DNA polymerase gene, did not detect the
presence of the virus in any blood samples. The results indicate that detection
sensitivity for primer set UL-18 is superior. Even though virus detection on
blood samples were not abundant, the circulation of ChHV 5 on bloodstream of
symptomatic and asymptomatic juvenile wild caught green sea turtles was

demonstrated, confirming hematogenous dissemination.

Keywords: Sea turtle. Blood. PCR. Chelonid alphaherpesvirus 5. Neoplasia.

Virus.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 TARTARUGAS MARINHAS

As tartarugas marinhas sédo répteis da ordem Testudines, subordem
Cryptodira, que surgiram no planeta Terra ha mais de 100 milhdes de anos,
tendo sobrevivido as mais variadas mudancgas geoldgicas e climaticas. Sao
caracterizadas por uma estrutura corporea formada por uma carapaca de
formato hidrodinamico, resultado da fusdo dos ossos das vértebras e costelas.
Os quelbnios, que incluem tartarugas marinhas, terrestres e de agua doce, sao
considerados animais extremamente resistentes, ja que sofreram poucas
alteracbes em seu processo evolutivo até os dias atuais (ERNEST, 1989;
LUTCAVAGE, 1997; LUTZ, 1997; WYNEKEN, 2001).

Atualmente, existem 7 espécies de tartarugas marinhas no mundo,
sendo seis pertencentes a familia Cheloniidae, que apresentam carapaca
coberta por placas de queratina, e apenas um exemplar da familia
Dermochelyidae, que possui pele semelhante a couro. Dentre estas espécies,
cinco utilizam a costa brasileira como area de alimentacdo e/ou reproducao:
tartaruga-verde (Chelonia mydas), tartaruga-oliva (Lepidochelys olivacea),
tartaruga-de-pente (Eretmochelys imbricata), tartaruga-cabecuda (Caretta
caretta) e tartaruga-de-couro (Dermochelys coriacea) (TAMAR, 2023).

Todas as espécies tém em comum um ciclo de vida com alternancia de
habitats de alimentacdo e reproducéo ao longo da vida. Por isso, se tratam de
animais cosmopolitas e altamente migratérios (MUSICK, 1997). Durante
diferentes épocas do ano, tanto o litoral quanto as ilhas oceéanicas brasileiras
servem como importantes areas de alimentacdo e reproducdo para C. mydas,

C. carreta, L. olivacea, E. imbricata e D. coriacea (TAMAR, 2023).
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1.2 TARTARUGA VERDE (Chelonia mydas)

A espécie Chelonia mydas, popularmente conhecida como tartaruga
verde, foi primeiramente descrita por Linnaeus em 1758 como Testudo mydas
(FORMIA, 2002). Tartarugas verdes, assim chamadas devido a tonalidade
esverdeada de sua gordura, pertencem a familia Cheloniidae e
consequentemente apresentam carapaca Ossea revestida por placas de
queratina. Em C. mydas, estas placas sdo justapostas e possuem uma
coloracdo que varia entre tons de verde e marrom, podendo apresentar
manchas ou padrOes rajados e estriados (FORMIA, 2002). A cabeca tem
formato arredondado e a mandibula é revestida por estrututra cornea e
serrilhada denominada ranfoteca. Apresentam plastrdo branco ou amarelo
claro, pele em tom acinzentado e porcdo ventral das nadadeiras em tons
amarelados (WYNEKEN, 2001). Para identificacdo da espécie analisa-se a
presenca de quatro pares de placas laterais justapostos na carapaca, dois
pares de placas pré-frontais e quatro pares de placas pés-orbitais na cabeca
(PRITCHARD, MORTIMER, 2000).

Figura 2: Caracteristicas para identificacdo Chelonia mydas

RS eR i ~  Pplacas

S I7% pré-frontais

3 ) SS9

% 3 — P3Py
. ? @ @ placa

maxilar serrado . Lo Aré-central

‘ ——C N\ 1garra
4 / / X /
v \ \y

4 placas
laterais

Fonte: Adaptado FAO (1990)
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Figura 3: Distribuicdo das escamas em carapaca, plastrdo e cabeca de Chelonia mydas

Fonte: Pritchard e Mortimer (2000)

C. mydas possui distribuicdo global, sendo encontrada em oceanos
tropicais, sub-tropicais e temperados. Trata-se da espécie que possui habitos
mais costeiros, sendo encontradas inclusive, em estuarios de lagos e rios e ao
redor de ilhas oceéanicas (HIRTH, 1997). No Brasil, as desovas de tartarugas
verdes ocorrem principamente nas ilhas oceéanicas Atol das Rocas (RN), llha
de Trindade (ES) e Fernando de Noronha (PE). Na costa, areas de desova
secundarias ocorrem na Bahia, Espirito Santo, Rio Grande de Norte e Sergipe
(MUSICK, 1997).

A eclosédo dos ovos de tartarugas marinhas ocorre simultaneamente, um
comportamento denominado facilitagcao social (CARR, HIRTH, 1961), em que a

escavacao do ninho ocorre em cadeia. Assim, cada filhote estimula a
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escavacao de outro, facilitando o alcance a superficie. Deste modo, a maioria
dos filhotes emerge na praia ao mesmo tempo, diminuindo a suscetibilidade a
diversos predadores (FORMIA, 2002). Durante o percurso até o mar,
caracteristicas quimicas e fisicas da praia natal sdo registradas por estes
filhotes, fenbmeno conhecido como imprinting. Acredita-se que estes fatores
sejam responsaveis pelo retorno destes animais, anos mais tarde, como
adultos em idade reprodutiva, as praias proximas ao local de seu nascimento
para acasalar e desovar (LOHMANN et al., 1997), comportamento conhecido
como filopatria natal (CARR et al., 1978). Ap0s a eclosdo dos ovos nas praias,
os filhotes deslocam-se para o mar, iniciando um complexo e longo ciclo de
vida.

Determinar onde as tartarugas marinhas estdo durante seus primeiros
anos de vida tem sido um obstaculo para a compreensao da ecologia destes
animais. Na literatura, estes primeiros anos da vida sdo denominados “anos
perdidos”, justamente pela falta de informagao sobre o que ocorre naturalmente
neste periodo (PUTMAN, 2013; CARR, et al.,, 1978). Os filhotes recém-
eclodidos realizam uma deriva passiva ocasionada pelas correntes maritimas,
permanecendo em ambiente pelagico por um tempo antes de comecarem o
deslocamento para areas mais costeiras (MEYLAN, MEYLAN, 2000).

Na fase inicial de vida, a tartaruga verde apresenta habitos onivoros,
adotando gradualmente preferéncia por habitos herbivoros, conforme
aproxima-se da fase juvenil (BJORNDAL, 1997). Na fase juvenil, deslocam-se
até as areas de alimentacao ou “habitats de desenvolvimento”. Estas areas séo
caracterizadas pela abundancia de plantas aquéticas e algas, preferéncia
alimentar das tartarugas verdes, sendo geralmente representadas por regioes
costeiras (MORTIMER, 1982; SPOTILA, 2004).

Os individuos juvenis podem permanecer em uma Unica area de
alimentacdo ou entdo migrar entre elas e la, se mantém por longos periodos
durante seu ciclo de vida, onde se desenvolvem até se tornarem sexualmente
maduros (ECKERT, 2004), entre seus 25 e 50 anos (CHALOUPKA et al.,
2004). As fémeas adultas, tendo atingido a maturidade sexual, iniciam entédo a
migracdo em dire¢cdo ao local de seu nascimento. Ao longo do periodo de
migracao, que pode somar milhares de quildometros (ALMEIDA, 2011), elas se
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reproduzem com diversos machos, até finalmente chegarem as praias onde
realizam a(s) desova(s).

Desse modo, ocorre periodicamente a migracdo de individuos adultos
sexualmente maduros entre ambientes pelagicos, baias neriticas e praias de
nidificacdo. O senso de direcdo tdo aprimorado que permite o retorno de uma
tartaruga marinha ao mesmo local, tanto tempo depois de seu nascimento, se
deve ndo somente ao fendbmeno de imprinting, mas também ao campo
magnético da Terra, que exerce grande influéncia sobre espécies migratorias
(LOHMANN et al., 2001).

1.3 TARTARUGAS MARINHAS COMO BIOMARCADORES DA SAUDE DO
ECOSSISTEMA MARINHO

As tartarugas marinhas sédo consideradas excelentes biomarcadores da
saude do ecossistema marinho pois desempenham papel ecolégico
fundamental no equilibrio do mesmo. Primeiramente, devido ao fato destes
animais servirem como substrato para diferentes espécies marinhas que se
fixam a sua carapaca, tornando-se morada para epibiontes, garantindo a
dispersédo e sobrevivéncia de tais organismos (BJORNDAL, JACKSON, 2003).
Cracas, algas e outros epibiontes fixados ao casco das tartarugas irdo por sua
vez, fornecer alimento para outros animais, como peixes e camardes (FRICK et
al., 2004; DELLINGER et al., 1997).

Tartarugas marinhas fémeas sexualmente maduras sdo responsaveis
pela transferéncia de nutrientes entre os ambientes marinhos e terrestres
(AGUIRRE, 2004). Por se tratarem de animais migratorios, que necessitam
percorrer extensos trajetos saindo de areas de alimentagcdo até as praias de
nidificagdo em &reas costeiras, sdo capazes de realizar a reciclagem de
nutrientes nas areas de forrageamento, por meio do consumo de alimento e
excrecgao de residuos (BJORNDAL, BOUCHARD, 2000). A energia e nutrientes
armazenados pelos animais vindos da area de alimentacdo séo transferidos
para as praias em forma de ovos. Apenas parte da energia volta aos oceanos
carregada pelos filhotes. O restante ira permanecer nos ecossitemas terrestres,

seja no solo, vegetacao ou diretamente para a fauna local (TAMAR, 2023).
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Tartarugas marinhas estdo presentes em diferentes niveis da cadeia
trofica, atuando como presas, consumidoras e competidoras de outras
espécies, em diferentes etapas do seu ciclo de vida (MUSICK, LIMPUS, 1997).
Devido a diversificada preferéncia alimentar de cada uma das espécies, estes
animais podem ser considerados responsaveis pelo controle de diversas
populacdes de seres vivos do ambiente marinho, tais como esponjas, algas,
adguas-vivas, peixes e crustaceos que estdo inclusas em suas variadas dietas
(BJORNDAL, 1997). Além disso, durante todas as suas fases de vida,
tartarugas marinhas servem de alimento para predadores em ambientes
terrestres ou marinhos, seja por meio do consumo de ovos e filhotes recém-
nascidos nas praias de desova ou individuos filhotes, juvenis e até adultos nos
oceanos.

Por fim, por se tratarem de vertebrados marinhos com longa expectativa
de vida e respiracdo pulmonar, ocupam a interface ar-agua, sofrendo ao
impacto de contaminantes ambientaos, tanto na sua alimentagdo marinha
como na inspiracdo de volateis toxicos (AGUIRRE, LUTZ, 2004), tornando-as

vulneraveis a degradacao antropogénica do ambiente.

1.4 AMEACAS AS TARTARUGAS MARINHAS

Apesar de estarem habitando naturalmente os oceanos ha milhées de
anos, a sobrevivéncia das tartarugas marinhas vem sendo ameacada devido a
constante interferéncia do ser humano no ecossitema marinho nos ultimos
séculos (WYNEKEN et al., 2002).

Segundo critérios do Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de
extincdo do Ministério do Meio Ambiente (ICMBio/MMA, 2022) e da Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN, 2023), todas as
espécies de tartarugas marinhas que existem mundialmente, encontram-se em

algum grau de risco de extingao.
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Tabela 1: Espécies de tartarugas marinhas que ocorrem no Brasil e grau de ameaca de
extingdo de acordo com IUCN (2023) e ICMBio/MMA (2022)

ESPECIE IUCN ICMBio/MMA
Chelonia mydas EN NT
Caretta caretta VU VU

Lepidochelys olivacea VU VU
Eretmochelys imbricata CR EN
Dermochelys coriacea VU CR

NT = quase ameacada (near threatened)
VU = vulveravel (vulnerable)

EN = em perigo (endangered)

CR = criticamente em perigo (critically endangered)

As ameacas a estas espécies sao observadas ao longo de toda a costa
brasileira, variando em cada regido. E fato que as atividades humanas sdo o
principal motivo da drastica queda populacional de tartarugas marinhas que
vem ocorrendo nos ultimos séculos (BJORNDAL, JACKSON, 2003). Acdes
antropicas diretas ou indiretas, tais como a interacdo com a pesca, captura
incidental, colisdo com embarcagdes, poluicdo dos oceanos, exploracao de
recursos naturais, presenca de contaminantes na agua, ocupacao
desordenada de pessoas e transito de veiculos em praias de desovas,
alteracdes climaticas, caca para consumo de carne e comercializacdo de
carapaca, entre outros, levam ao encalhe e morte de inUmeros animais
diariamente ao redor do globo (BJORNDAL, 1995; HERBST, 1995; BUGONI,
2001; LUTZ, 2002; MARCOVALDI et al., 2011).

Nesse contexto, devido ao impacto gerado pelas acdes antropicas no
ecossistema marinho, processos envolvendo predagdo, parasitismo e
enfermidades que ocorrem naturalmente, acabam por também comprometer a
conservacdo das tartarugas marinhas, se tornando ameacas a sobrevivéncia
destes animais (GALLO, 2006). Isto porgue, mesmo ocorrendo de forma
natural, contribuem em menor escala, para a diminuicdo das populacdes de
tartarugas marinhas que ja se encontram drasticamente reduzidas.

Alguns patdgenos causadores ou associados a enfermidades que ja
levaram a morte de tartarugas marinhas ja descritos em literatura cientifica
incluem: parasitas Spirorchiidae e Caryospora cheloniae (FLINT et al., 2010),

bactérias como Aeromonas, Pseudomonas, Vibrio, Fusobacterium, Salmonella,
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Clostridium, Flavobacterium e Mycobacterium (CLARY; LEONG, 1984;
OBENDORF; CARSON; McMANUS, 1987; GLAZEBROOK; CAMPBELL, 1990;
GREER; STRANDBERG; WHITAKER, 2003; McCARTHUR, 2004; FICHI et al.,
2016), fungos como: Candida, Aspergillus, Colletrotrichium acutatum,
Penicillium lilacinum, Sporotrichum, Cladosporium, Paecilomyces e Fusarium
(OROS et al.,, 2004; FLINT et al.,, 2009), enfatizando alguns agentes com
potencial zoonatico incluindo Mycobacterium spp., Vibrio spp., Salmonella spp.
e Campylobacter spp. (GLAZEBROOK; CAMPBELL, 1990).

Epstein (1998) e Harvell et at. (1999) relataram que no periodo de seus
estudos, a ocorréncia de doencas em ambientes marinhos vinha aumentando
em decorréncia de atividades antrépicas. A fibropapilomatose (FP), descrita
pela primeira vez em 1936, vem se disseminando em proporgcdes
assustadoras, acometendo tartarugas marinhas em todos os oceanos nos dias
atuais, sendo considerada uma doenca panzoética emergente (HERBST, 1994;
WILLIANS, et at., 1994; AGUIRRE et al., 1999).

1.5 FIBROPAPILOMATOSE

A fibropapilomatose (FP) é uma enfermidade neoplasica de ocorréncia
circuntropical que afeta tartarugas marinhas em todos 0S oceanos
(BAPTISTOTTE, 2007). A doenca apresenta alta relevancia no meio cientifico,
por ser considerada uma notavel ameaca a sobrevivéncia destes animais. A FP
€ uma neoplasia de carater benigno caracterizada por formacdes fibroepiteliais
cutaneas e eventuais fiboromas internos em érgédos (KANG et al., 2008).

1.5.1 CARACTERIZACAO

Apesar de seu curso benigno, a fibropapilomatose € uma doenca
debilitante e potencialmente fatal (AGUIRRE, 1998), ja que os tumores podem
vir a dificultar condi¢cdes fisiologicas e prejudicar fungbes orgéanicas,
ameacando a sobrevivéncia destes animais no meio natural (HERBST, 1994,
LUTZ, 2003). Dependendo da localizacdo anatdomica, os tumores podem
comprometer a hidrodinamica e dificultar comportamentos naturais como a

locomocgédo, respiracdo, visdo e alimentacdo dos animais. J& o0s tumores
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internos, podem prejudicar funcdes organicas tais como a digestéo, respiracao,
funcdo cardiaca e até mesmo a flutuabilidade (BALAZS, 1986;
QUACKENBUSCH et al., 1998; LUTZ, 2003).

Fibropapilomas cutédneos séo caracterizados por simples ou multiplos
tumores, de tamanhos bastante viariaveis. Possuem aspecto verrucoso ou liso,
podendo ser sesséis ou pedunculados. Podem ainda ser pigmentados ou nao,
a depender da pigmentacdo da pele no local de crescimento do tumor
(HERBST, 1994; RODENBUSCH, 2012). Sdo encontrados principalmente em
nadadeiras, regido inguinal e axilar, base da cauda, pescoco e cabeca,
especialmente nos olhos (HERBST, 1994; BAPTISTOTTE, 2007; ROSSI,
2007).

Nodulos viscerais ja foram descritos em necropsias de animais
apresentado tumores cutaneos. Estes tumores s&o caracterizados como
fibromas, fibrossarcomas e mixofibromas, sendo encontrados majoritariamente
em pulmdes, coracao, figado, rins e trato gastrointestinal (WILLIAMS et al.,
1994; AGUIRRE, et al. 2001; NORTON et al., 1990; WORK, BALAZS, 1998;
QUACKENBUSCH, et al., 2001). Considerando-se a possibilidade de etiologia
infecciosa da doenca, especula-se que 0s tumores internos sejam
consequéncia de septicema (BALAZS, 1997; JACOBSON et al., 1991,
NORTON et al., 1990; WORK et al., 2004).

O diagnéstico da doenca se da por meio da observacdo de tumores
caracteristicos e posterior confirmacdo por exame histopatoldgico.
Histologicamente s&o caracterizados por projecao papilar e hiperplasia de
epiderme, proliferacao de fibroblastos, presenca de feixes de fibra de colageno
na derme e corpusculos de inclusédo (MATUSHIMA, 2003; GREENBLATT et al.,
2005).

1.5.2 HISTORICO

A FP foi descrita pela primeira vez em uma tartaruga-verde (C. mydas)
no Aquario de Nova lorque, em 1936. O animal havia sido trazido da Flérida
alguns anos antes de manifestar os tumores (SMITH, COATES, 1938). A partir
da primeira notificacdo, casos vem sendo registrados com crescente frequéncia
nos Estados Unidos. (HERBST, 1994; BALAZS, 1991; CHALOUPKA et al.,
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2005; ENE et al., 2005; FOLEY et al., 2005; GREENBLATT et al., 2005; PAGE-
KARJIAN et al., 2012; PAGE-KARJIAN et al., 2015; ALFARO-NUNEZ et al.,
2014; ALFARO-NUNEZ et al 2016; CHAVES et al., 2017).

No Brasil, a fibropapilomatose foi registrada pela primeira vez em 1986
no Espirito Santo, também em Chelonia mydas (BAPTISTOTTE, 2001). De
forma similar ao que ocorreu nos Estados Unidos, novos casos da doenca
comecaram a ser registrados ao longo da costa brasileira desde entdo. A
prevaléncia de FP notificada nos estados brasileiros entre os anos 2000 e
2014, de acordo com dados do estudo de Baptistotte (2016), foi de 32,59% no
Ceard (n=2940), 26,06% na Paraiba (n=278), 22,66% na Bahia (n=7176),
21,18% no Rio Grande do Norte (n=779), 21,06% no Espirito Santo (n=5124),
20,20% no Rio de Janeiro (n=5390), 14,91% em Alagoas (n=1330), 13,92% em
Sergipe (n=819), 10,43% em Sé&o Paulo (n=11366), 4,21% em Santa Catarina
(n=831), 0,41% em Pernambuco (n=245), 0,14% no Atol das Rocas (RN)
(n=720) e 0,04% no Rio Grande do Sul (n=2431).

Ja foram reportados casos de FP em todas as espécies de tartarugas
marinhas ao redor do mundo sendo descrita na literatura como uma doenca
panzodtica emergente (HERBT, 1994; WILLIANS, et at., 1994; AGUIRRE et al.,
1999; ROSSI et al., 2015). A tartaruga verde (Chelonia mydas) é a espécie
mais acometida pela fibropapilomatose. Apesar de n&o existirem dados
concretos sobre a razdo da alta prevaléncia da doenca em C. mydas,
especula-se que esteja associada aos seus habitos mais costeiros quando
comparados as outras espécies, jA que permanecem longos periodos se
alimentando de algas em regides proximas a costa contaminadas por acdo
antropica (WORK, 2005). Por este motivo, a doengca € também conhecida

como Green Turtle Fibropapilomatosis (GTFP).

1.5.3 ETIOLOGIA

Apesar da etiologia da doenca ainda n&o estar completamente
esclarecida até os dias atuais, evidéncias levaram a hipotese de que a FP
fosse causada por um agente infeccioso viral, devido sua natureza epizootica
associada ao subito aparecimento de casos em novas localizagbes (HERBST
et al., 1995; LACKOVICH et al., 1999; QUACKENBUSCH et al., 1998).



24

Herbst et al. (1995), jA& demostravam a existéncia de um virus
envelopado na etiologia da FP. Jacobson et al. (1991) identificaram a presenca
de particulas associadas a tumores, por meio das microscopias Optica e
eletrOnica, sugerindo infec¢ao por herpesvirus em tartarugas marinhas com FP
em ambiente natural. Desde 1998, sequéncias curtas do DNA do virus
associado a fibropapilomatose vém sendo descritas e depositadas no Genbank
(National Center for Biotechnology Information), possibilitando estudos
envolvendo o genoma viral (QUACKENBUSH et al., 1998, 2001; LU et al, 2000;
ENE et al., 2005; GREENBLATT et al., 2005; HERBST et al., 2004, 2008;
STACY et al., 2008; WORK et al., 2009).

A partir de entdo, testes de amplificacdo génica por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) tém detectado consistentemente a presenca do Chelonid
alphaherpesvirus 5 associado aos tecidos tumorais de tartarugas marinhas de
diferentes espécies em variadas regides, sugerindo o ChHV 5 como agente
etiolégico primario para a enfermidade (LACKOVICH et al., 1999; LU et al.,
2000; QUACKENBUSCH et al., 2001; HERBST et al., 2004; ENE et al., 2005;
DUARTE et al., 2012; PAGE-KARJIAN et al., 2012; RODENBUSCH, 2012;
ALFARO-NUNEZ et al., 2014; MONEZI, 2016; ZAMANA, 2018; SANTOS,
2019; ROBBEN, 2023). Em 2005, a analise de uma sequéncia de 23.055 pares
de bases do genoma do herpesvirus associado a fibropapilomatose, realizada
por Greenblatt et al., revelou que o virus pertence a familia Herpesviridae.

No Brasil, foram realizados exames moleculares, histopatologicos, ultra-
estruturais e imuno-histoquimicos em amostras de tecidos tumorais, além de
analises moleculares, bioquimicas e de perfil hematolégico em amostras
sanguineas de tartarugas marinhas, afim de esclarecer a etiologia da FP e do
virus em questao (MATUSHIMA et al., 1999, 2001, 2003, 2005; MONEZI, 2012;
ZWARG et al., 2014). Também foram realizados diversos trabalhos envolvendo
a deteccéo e caracterizacdo do ChHV 5 (MEHNERT et al., 2001; MONEZI et
al., 2006; RODENBUSCH, 2012; GATTAMORTA, 2016; MONEZI et al., 2016;
ZAMANA 2018; SANTOS, 2019; ZAMANA, 2023).
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1.5.4 CARATER MULTIFATORIAL

Embora estudos moleculares apontem o ChHV 5 como agente
etioldgico da doenca, ha um consenso na literatura cientifica de que a FP tem
carater multifatorial, estando associada a fatores ambientais e possivelmente
genéticos, e ndo somente a um agente infeccioso (QUACKENBUSH, 1998;
AGUIRRE, LUTZ, 2004). Ambientes marinhos antropizados, caracterizados
principalmente por &reas costeiras contaminadas por acgdo humana
relacionadas ao crescimento demografico desordenado, desenvolvimento de
atividades industriais e agricolas, escoamento de esgoto, entre outros, afetam
diretamente a salude dos animais marinhos (BALAZS, 1991; HERBST, 1995;
GREENBLATT, 2005; FORMIA, 2007; VAN HOUTAN et al., 2010).

No caso das tartarugas marinhas, acredita-se que poluentes afetem
diretamente sua condicdo imunologica, contribuindo para a manifestacao
clinica e evolugdo da doenga (BALAZS, 1991; HERBST, 1995). Alguns autores
sugerem uma correlacdo entre FP e o tempo de exposicdo dos animais aos
contaminantes no desenvolvimento de tumores (ADNYANA et al.,, 1997
CHALOUPKA, BALAZS, 2005).

Fatores ambientais envolvendo variacbes de temperatura, profundidade,
correntes maritimas, luminosidade, pH podem interferir na persisténcia de
particulas virais no ambiente (CURRY et al., 2000) e, evidéncias sugerem que
alteracbes ambientais causadas por acdo antrOpica sdo responsaveis por
conferir potencial oncogénico ao ChHV 5 (FOLEY et al., 2005; VAN HOUTAN
et al., 2010; DOS SANTOS et al., 2010; JONES et al., 2016).

A associacdo entre elevadas prevaléncias de FP e a degradacdo do
ambiente marinho por atividades antropogénicas em areas costeiras foi
demonstrada em diversos estudos (BALAZS, 1991; ADNYANA et al., 1997,
FOLEY et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2010; VAN HOUTAN et al., 2010)
porém ainda nao esta bem esclarecida. No entanto, o monitoramento da FP em
tartarugas marinhas serve como um indicador de salde do ecossistema
marinho (AGUIRRE, LUTZ, 2004). Hamman et al. (2010), citaram a
fibropapilomatose na lista de prioridades para estudos na area da conservacao.
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1.5.5 CURSO CLINICO

Clinicamente, tartarugas marinhas acometidas pela fibropapilomatose
podem apresentar-se debilitadas principalmente devido a imunodepressédo e
caquexia, gerados por um conjunto de fatores envolvendo os tumores:
incapacidade de alimentacdo e locomocdo, alta demanda energética em
funcdo do crescimento de tumores, estresse cronico, efeitos das células
inflamatérias mediadas pelo sistema imunolégico e susceptibilidade
exacerbada a infeccdes secundarias e patdégenos oportunistas (HERBST,
1994; WORK et al., 2003; STACY et al., 2008; DOS SANTOS et al., 2010).

Testes hematoldgicos realizados em tartarugas verdes acometidas pela
FP, demonstraram hipoproteinemia, diminuicdo no numero de linfécitos,
eosinofilos e basdfilos e aumento de heterdéfilos e mondécitos (CRAY et al.,
2001; NORTON et al., 1990; FLINT et al., 2010a; ZWARG et al., 2014). A
heterofilia e linfopenia estdo associadas ao estresse e imunossupressao e a
monocitose a inflamagé&o cronica.

Ha registros da doenca em tartarugas marinhas nos estagios de vida
juvenil, sub-adulto e adulto, ndo tendo sido descrita em filhotes (HERBST,
1994). A classe etéria das tartarugas verdes (C. mydas), de acordo com
Wyneken (2003), é determinada de acordo com a medida do comprimento
curvilineo de carapaca (CCC). Sendo consideradas juvenis quando CCC <
65cm, subadultos quando 65cm < CCC < 90 cm e adultas CCC > 90 cm.

A frequéncia da FP é maior em individuos C. mydas juvenis e sub-
adultos em comparagcdo aos adultos. Elevadas prevaléncias da FP em
individuos juvenis com CCC entre 30 e 80 cm foi observada nos Estados
Unidos, Australia, Indonésia e Brasil (ADNYANA et al.,, 1997; LIMPUS,
MILLER, 1990; FOLEY et al., 2005; BAPTISTOTTE, 2007).

1.5.6 PATOGENIA DO ChHV 5

O Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV 5) pertence ao género Scutavirus,
subfamilia Alphaherpersvirinae, familia Herpesviridae e ordem Herpesvirales,
de acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV,

2023). Este virus apresenta indicios de coevolugdo com os quelénios. ChHV 5
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parece ter surgido antes da divisdo de alphaherpesvirus de mamiferos e aves,
sugerindo que sejam exclusivos de tartarugas marinhas (HERBST et al., 2004;
McGEOCH, GATHERER, 2005; DAVISON et al., 2009). Herpesvirus sao
esféricos e possuem um fita dupla de DNA linear, englobado por um capsideo
de simetria icosaédrica, envolto por uma matriz proteica denominada
tegumento e por um envelope lipidico com proteinas de membranas
associadas a sua superficie (STRAUSS, 2006; DAVISON et al., 2009).

De forma generalizada, os herpesvirus apresentam estrutura complexa e
sdo capazes de estabelecer infeccfes latentes em seus hospedeiros naturais,
podendo persistir durante toda a vida. A infeccdo latente é estabelecida em
células ndo-permissivas ou semi-permissivas ao desenvolvimento do virus,
geralmente em tecido nervoso. Durante o ciclo litico em que ocorre a
replicacdo viral no organismo do hospedeiro, um grupo diferente de células,
geralmente epiteliais, é infectado e assim sao liberadas particulas virais
capazes de infectar outros individuos (STRAUSS, 2006; GATTAMORTA,
2016).

A infeccéo latente pode ser reativada naturalmente quando o hospedeiro
€ submetido a estresse crénico e ha o comprometimento de seu sistema
imunoldgico, seja por fatores ambientais ou genéticos, provocando a quebra da
laténcia (STRAUSS, 2006; NATHANSON, 2007; GATTAMORTA, 2016). No
momento em que € reativado, o patdgeno pode manifestar-se clinicamente no
préoprio hospedeiro ou infectar novos individuos. A laténcia permite
oportunidades de propagacéo do virus na natureza (STRAUSS, 2006).

Em geral, a transmiss&o dos herpesvirus ocorre horizontalmente de um
organismo infectado para outro por contato direto via saliva, secrecdes,
aerossois, células infectadas, fezes/urina e sangue (STRAUSS, 2006;
GATTAMORTA, 2016; JONES et al., 2020). O tecido de eleicdo do ChHV 5
aparenta ser a pele e acredita-se que a transmissdo ocorra primariamente por
meio da descamacdo de células da epiderme de tartarugas marinhas
infectadas pelo virus no ambiente (HERBST et al., 1995, 1999; WORK et al.,
2014).

Devido ao mecanismo de laténcia, tartarugas marinhas infectadas pelo
virus, ainda que sejam assintomaticas, podem atuar como reservatorios do

ChHV 5. E valido ressaltar que mesmo na auséncia de formagdes cutaneas, o
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virus pode se disseminar (STRAUSS, STRAUSS, 2006; DERUELLE,
FAVOREEL, 2011). Evidéncias apontam que a transmissdao do ChHV 5 em
tartarugas marinhas ocorra principalmente nas areas de alimentacdo, onde ha
aglomeracdo de um grande numero de animais e possibilidade de contato
entre individuos e variantes regionas do herpesvirus comuns aos animais de
cada uma destas areas (QUACKENBUSCH et al., 1998; ENE et al., 2005;
HERBST et al., 2004; RODENBUSCH, 2012; GATTAMORTA, 2016).

Embora o mecanismo de laténcia de alguns alphaherpesvirus seja bem
descrito na literatura, ndo € o caso do ChHV 5. A atividade litica do patdégeno
foi demonstrada in vitro por Work et al., (2017), por meio da formacédo de
corpusculos de incluséo intranucleares em cultura organotipica de pele. Porém,
as tentativas de isolamento do virus in vitro ndo obtiveram sucesso (WORK et
al., 2009). Nestes casos, 0 sequenciamento gendmico € uma alternativa para
auxiliar na compreenséao de enfermidades como a FP.

Diversos tipos de genoma de herpesvirus sao conhecidos e sua
organizacdo pode variar dependendo do numero, posicdo e direcdo das
sequéncias. De uma maneira geral, o0 genoma dos herpesvirus € dividido em
duas regifes: uma sequéncia longa unica (UL) e uma sequéncia curta Unica
(US), acompanhadas por sequéncias de repeticbes (FAUQUET, et al., 2005;
PELLET, ROIZMAN, 2007). Desde 1998, sequéncias curtas do DNA do
Chelonid alphaherpesvirus 5 vem sendo descritas e depositadas no Genbank,
possibilitando estudos envolvendo o genoma do virus (QUACKENBUSH et al.,
1998, 2001; LU et al, 2000; ENE et al., 2005; GREENBLATT et al., 2005;
HERBST et al., 2004, 2008; STACY et al., 2008; WORK et al., 2009).

Em 2004, Herbst et al. descreveram pela primeira vez a organizagao
parcial do genoma do ChHV 5 em uma sequéncia de 43.843 pb. A regido
descrita, que compreende a regido longa Unica entre UL9 e UL30, inclui 20
genes gue sao ortdlogos aos genes de outros alphaherpesvirus e é organizada
de forma similar. Também foi descrito um novo segmento entre as regides
UL15 e UL18, que ndo é equivalente a nenhum outro herpesvirus descrito.
Somente em 2012, Ackermann et al. sequenciaram o genoma completo do
ChHV 5, descrevendo sua organizacdo. De acordo com este estudo, a
sequéncia completa do genoma do ChHV 5 compreende um total de 132.233
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pb, organizados em uma sequéncia longa unica (UL), uma sequéncia curta
Unica (US) e sequéncias repetidas invertidas (IRs).

Pesquisas recentes tem ampliado o conhecimento envolvendo
sequéncias de nucleotideos e variantes do ChHV 5. A andlise da sequéncia de
fragmentos do gene da DNA polimerase do virus tem se mostrado um
importante meio de identificacdo de variantes de alphaherpesvirus. Morrison et
al. (2018) por meio de analise multi-loci, demonstraram que h& diferencas
consideraveis entre cepas virais de acordo com a localizagdo geogréfica.

Herbst et al. (2004) identificaram cinco variantes, Florida A, B, C, D e
Havaiana (HA) em tartarugas de diferentes espécies, a partir da comparacao
entre 6.801 pb do genoma viral de alphaherpesvirus isolados de
fibropapilomas. Ene et al. (2005) detectaram infecgéo pelas variantes A e B em
um mesmo individuo da espécie Chelonia mydas.

Greenblatt et al. (2005), a partir de analise da glicoproteina B,
descreveram quatro grupos em variantes do Atlantico e Pacifico: o Atlantico
(envolvendo sequéncias da Florida e Barbados), Pacifico Médio (Havai),
Pacifico Oeste (Australia) e Pacifico Leste (Califérnia e Costa Rica). Em 2008,
Stacy et al, propuseram o0 novo género Chelonivirus na subfamilia
Alphaherviridae baseada nas sequéncias da DNA polimerase viral detectadas
por meio da PCR em tartarugas marinhas. Em estudo desenvolvido por Patricio
et al., (2012), foram detectadas quatro linhagens geograficas do ChHV 5, por
meio da analise de sequéncias parciais de genes do herpesvirus, em diferentes
espécies de tartarugas marinhas (C. mydas, C.caretta L. kempii e L. olivacea).
Apés andlises filogenéticas, foram descritos quatro grupos filogeogréficos:
Leste do Pacifico (Califérnia, Costa Rica e Méxco), Atlantico Oeste/Leste do
Caribe (Florida e Barbados), Atlantico (Golfo da Guiné e Porto Rico), meio-
Oesto do Pacifico (Australia e Havai).

No Brasil, Rodenbusch et al., (2014) identificaram seis sequéncias
parciais da DNA polimerase viral que foram disponibilizadas no banco de
dados GenBank. A andlise filogenética identificou as variantes 1 e 2 (SP),
variante 3 (ES), variante 4 (SP, ES, BA) como semelhantes ao grupo Atlantico
e as variantes 5 (BA) e 6 (CE) semelhantes ao grupo Pacifico. Em 2016,
Gattamorta, descreveu uma nova variante que apresentava 100% de

semelhanca com as sequéncias identificadas por Patricio (2012) em Porto Rico
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e Golfo da Guiné, sugerindo que o virus pode circular entre diferentes regides.
Um trabalho desenvolvido por Alfaro-Nufiez et al., (2014) descreveu diferencas
entre alphaherpesvirus detectados em amostras de cinco espécies de
tartarugas marinhas distribuidas globalmente.

Testes de amplificacdo génica por meio da técnica de PCR ja
detectaram o ChHV 5 em pele (LU et al., 2000; QUACKENBUSH et al., 2001,
PAGE-KARJIAN et al., 2012; ALFARO-NUNEZ et al., 2014;: RODENBUSCH,
2012; GATTAMORTA, 2016; CHAVES et al.,, 2017; ZAMANA, 2018; SILVA,
2019; LOGANATHAN et al., 2021; ROBBEN, 2023; ZAMANA, 2023), pulmdes,
coracdo, rins, baco, figado, vesicula biliar, ovarios, testiculos, lingua, cérebro e
tireoides (LU et al., 2000; ZAMANA, 2018; SILVA, 2019), secrecdes oculares,
orais e cloacais, sangue, urina e plasma (GATTAMORTA, 2016; MONEZI et al.,
2016; PAGE-KARJIAN et al.,, 2015, SILVA, 2019) de tartarugas verdes
acometidas pela FP.

Além disso, estudos recentes revelaram a presenca do DNA viral em
pele, secrecbes oculares, orais e cloacais, sangue, urina e 0Orgdos intra-
cavitarios de tartarugas marinhas saudaveis, ndo acometidas pela FP
(ALFARO-NUNEZ et al., 2014; GATTAMORTA, 2016; PAGE-KARJIAN et al.,
2015; MONEZI et al., 2016; ZAMANA, 2018; SILVA, 2019; LOGANATHAN et
al., 2021; ROBBEN et al., 2023). A detec¢do do ChHV 5 em diferentes tecidos
e fluidos corporais de tartarugas marinhas sem tumores, sugere infeccdes
subclinicas e locais de persisténcia viral por infeccao latente (PAGE-KARJIAN
et al, 2012; ALFARO-NUNEZ et al. 2014). Considerando que animais
assintomaticos possam atuar como reservatorios do virus, entende-se a
importancia dos mesmos na disseminacao da FP e manutencdo do virus no
ambiente (ALFARO-NUNEZ et al, 2016).

Os herpesvirus de modo geral, estabelecem infec¢des sistémicas pos-
inoculagcdo, momento em que ocorre viremia, indicativo de replicacéo viral. A
presenca do virus no sangue pode ser detectada durante o ciclo litico em
infeccbes priméarias sintométicas ou subclinicas e/ou quando ocorre a
reativacdo do virus apos um periodo de laténcia (PAILLOT et al., 2008; PAGE-
KARJIAN et al., 2015). A circulacdo de DNA viral na corrente sanguinea pode
sugerir um mecanismo de transporte do patdgeno entre locais de persisténcia
viral e tecido alvo (PAGE-KARJIAN et al., 2015).
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Em estudo realizado por Page-Karjian et al. (2015) em que foram
desenvolvidos ensaios de PCR quantitativo em tempo-real (QPCR) para
quantificar DNA do ChHV 5 em diferentes tecidos e fluidos corporais de
tartarugas marinhas com e sem FP, foi demonstrado que a carga de DNA viral
na corrente sanguinea parece estar associada a carga de DNA viral na pele em
animais infectados sem manifestacéo clinica da FP. De acordo com os dados
obtidos neste estudo, os autores sugerem que em infec¢des subclinicas, a
presenca de DNA do ChHV 5 no sangue relacionada a presenca de DNA na
pele, indica que a natureza multicéntrica dos tumores de FP pode ser atribuida
a circulacdo do virus dentro de células infectadas na corrente sanguinea, por
exemplo células tumorais circulantes (CTCs) e linfocitos.

Monezi et al., (2006) analisaram o0 sangue e tumores de tartarugas
marinhas com FP provenientes de Ubatuba (SP), confirmando a ocorréncia do
ChHV 5 na corrente sanguinea de 40% (4/10) dos animais. Em contrapartida,
Lu et al. (2000) ndo identificaram o virus em células mononucleares isoladas
de sangue periférico por meio de nested PCR em animais com tumores, assim
como Quackenbusch et al. (2001) por meio do qPCR. Mais recentemente,
Page-Karjian et al. (2015) e Silva (2019), detectaram DNA viral em amostras de
sangue de tartarugas marinhas com e sem FP, demonstrando a circulagdo do
ChHV 5 na corrente sanguinea de animais sintoméaticos e assintomaticos.

De acordo com Alfaro-Nufiez et al. (2016), esclarecer como ocorre o
processo de laténcia do ChHV 5 em tartarugas marinhas pode ter implicacdes
relevantes para compreensao da patogénese da FP. Tartarugas marinhas
aparentemente saudaveis podem atuar como reservatérios do virus, como foi
evidenciado por estudos em que demonstrou-se a presenca de DNA do ChHV
5 em pele, secrecdes e sangue de animais assintomaticos por meio de
técnicas de PCR (ALFARO-NUNEZ et al., 2014; GATTAMORTA, 2016; PAGE-
KARJIAN et al., 2015; MONEZI et al., 2016; ZAMANA, 2018; SILVA, 2019;
LOGANATHAN et al., 2021; ROBBEN et al., 2023). Investigar a ocorréncia do
ChHV 5 em populagbes de tartarugas verdes em areas de alimentacao,
principalmente em individuos livres de FP, pode auxiliar a compreender
aspectos da doenca que ainda nédo foram elucidados e também no

desenvolvimento de medidas de prevencao e controle (HERBST et al., 2008).
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O conhecimento sobre o estado de saude das populacbes selvagens é
considerado imprescindivel para o desenvolvimento de estratégias de
conservagao (DEEM, 2001). ChHV 5 possui distribuigcdo global, acometendo
tartarugas marinhas em todos os oceanos, demonstrando ser um patégeno de
grande relevancia cientifica, uma vez que afeta a saude e sobrevivéncia de
espécies ameacadas de extincdo. Esclarecer lacunas ainda nao
compreendidas de doencas emergentes como a fibropapilomatose esta
diretamente ligado a conservacdo de tartarugas marinhas, especialmente das
tartarugas verdes.

Considerando o potencial dos herpesvirus em estabelecer infeccbes
latentes e sua importancia na manutencao da FP em populac¢des de tartarugas
marinhas, existe a necessidade de entender o papel desempenhado pela
corrente sanguinea na evolucéo e disseminacdo da doenca principalmente no
que diz respeito ao mecanismo de transporte do ChHV 5 entre locais de
persisténcia viral e tecido alvo, como citado por Page-Karjian et al. (2015).

Ainda que existam estudos envolvendo a deteccdo o ChHV 5 em
variados tecidos de tartarugas marinhas acometidas ou ndo pela
fibropapilomatose, sdo escassas as pesquisas gque investigam e comparam a
presenca do virus exclusivamente em sangue, em populacdes de C. mydas em
diferentes areas de alimentacéo, onde ha aglomeracao de individuos.

Neste contexto, o presente trabalho pretendeu investigar a ocorréncia do
Chelonid alphaherpesvirus 5 em amostras de sangue de tartarugas verdes (C.
mydas) juvenis de vida livre acometidas ou aparentemente n&o acometidas
pela FP capturadas em areas de alimentacdo de diferentes regibes da costa
brasileira, visando colaborar com estudos epidemioldgicos da FP envolvendo
investigacdo de infeccbes latentes e assim contribuir diretamente para a

conservacgao das tartarugas marinhas.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia do Chelonid alphaherpesvirus 5 na corrente
sanguinea de tartarugas-marinhas juvenis de vida livre da espécie Chelonia
mydas acometidas ou aparentemente ndo acometidas pela fibropapilomatose,

por meio de testes de amplificacdo génica pela PCR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Detectar a presenca do ChHV 5 no sangue (viremia) de animais
acometidos ou ndo acometidos pela FP, por meio de marcadores
moleculares do tipo STS (sequence tagged sites);

e Determinar a prevaléncia da doenca dentre os individuos C. mydas
capturados em cada uma das areas de estudo por meio da observacéo
de tumores sugestivos da FP;

e Avaliar se existe correlacdo entre FPS (escore) e viremia em animais
acometidos pela FP;

e Comparar os primers utilizados para deteccdo do DNA do ChHV 5 em

sangue de C. mydas
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AREAS DE ESTUDO E CAPTURA INTENCIONAL

Foram coletadas amostras sanguineas de tartarugas marinhas juvenis
de vida livre da espécie Chelonia mydas capturadas em diferentes areas de
alimentagao localizadas em cinco estados brasileiros: praia do Cassino — Rio
Grande (RS), praia de Itapiruba — Imbituba (SC), praia de Itaipu — Niteréi (RJ),
Santa Cruz — Aracruz (ES) e llha de Coroa Vermelha — Nova Vicosa (BA) de
acordo com as condutas exigidas pelo CEUA protocolo 0206/2021, sob licenca
Sisbio n° 80646.

Figura 4: Mapa de localiza¢do dos pontos de capturas intencionais

Municipios defrontantes
com o mar

Il RIO GRANDE (RS)
I IMBITUBA (SC)
Bl NITEROI (RJ)

Il ARACRUZ (ES)
Il NOVA VICOSA (BA)

DATUM SIRGAS 2000

Fontes: Base Cartografica IBGE, Google Satélite.
Elaboracdo Cartografica: Isabel Rangel Prado
Ferreira
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Na regido abrangendo os estados de Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, os animais foram capturados de forma intencional por esforcos da equipe
do Projeto Caminho Marinho. Fundado em 2010, o projeto desenvolve
atividades que buscam a conservacdo de fauna ameacada de extingdo visando
o equilibrio entre as mdultiplas diversidades, ambiental, econémico e social.

A base do projeto esta localizada na praia do Cassino (32° 09' 48" S, 52°
05' 46" W), municipio de Rio Grande (RS), que se inicia a partir do lado oeste
dos molhes da Barra do Rio Grande. Os molhes apresentam papel ecolégico
fundamental, jA que oferecem protecdo e estrutura para fixacdo de diversas
espécies marinhas, propiciando uma area abundante de algas, alimento
principal da tartaruga verde (SOUZA, 2014). O projeto atua também na praia
de Itapirubd Norte (28° 19' S, 48° 43' W), localizada no municipio de Imbituba
(SC), que esta inserida na Area de Protecdo Ambiental (APA) da Baleia
Franca. A regido € caracterizada pela formacao de cabos e costdes rochosos
entre praias, formando enseadas e baias acompanhadas de um corddo de
dunas e lagoas costeiras, que apresentam rica biodiversidade de flora e fauna
bentdnica (SOUZA, 2014).

O projeto Caminho Marinho realiza capturas intencionais em todas as
estacdes do ano, com intuito de registrar dados populacionais relevantes para
conservagao das tartarugas marinhas. As capturas sédo feitas por meio da
disposicéo de redes de emalhe colocadas manualmente de forma estratégica.
Ao mesmo tempo, uma equipe posicionada em terra, observa atentamente o
momento em que ocorre 0 emalhe. Imediatamente o animal capturado é
resgatado e estabilizado para ser transportado para a base, onde é feito o
exame fisico e coletas de dados e de amostras biolégicas. A soltura dos
animais higidos capturados ou resgatados € feita no dia seguinte a captura ou

resgate, no mesmo local onde foram encontrados.
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Figura 5: Rede de emalhe Projeto Caminho Marinho nos Molhes da Barra da Praia do Cassino,

Rio Grande (RS) para captura intencional de tartarugas-verdes (C.mydas) de vida livre

” Fonte: rivo pei‘

As tartarugas marinhas provenientes dos estados da Bahia e Espirito
Santo foram capturadas intencionalmente como parte do trabalho desenvolvido
pelo Projeto Chelonia mydas. O projeto Chelonia mydas é desenvolvido pelo
Instituto Marcos Daniel (IMD), fundado em 2004 em Vitoria (ES).

O projeto que monitora o impacto de poluentes sobre tartarugas
marinhas, visa mapear e compreender 0S processos e a ocorréncia de
enfermidades nas populagcbes destes animais em ambientes impactados pelo
homem e ambientes preservados, para subsidiar acoes
conservacionistas, aperfeicoar e aplicar técnicas de biomonitoramento
ambiental e diagnostico de enfermidades em tartarugas marinhas no Brasil.
Sendo assim, a equipe organiza semestralmente saidas embarcadas com a
intencdo de realizar captura intencional de tartarugas marinhas de vida livre na
praia de Santa Cruz (19° 57' 14" S, 40° 08' 58" W), estuario do Rio Piraqueacu,
municipio de Aracruz (ES), que estd inserida na APA Costa das Algas da
Unidade de Conservagéo Refugio de Vida Silvestre de Santa Cruz e na llha de
Coroa Vermelha (17° 58' 02" S, 39° 12' 30" W), municipio de Nova Vicosa (BA).
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No estuario do Rio Piraqueacu, existe ampla ocorréncia de tartarugas
verdes devido a abundancia de algas no local. As capturas intencionais sé&o
feitas por meio da disposicdo de redes de emalhe colocadas estrategicamente
pela equipe do projeto. As redes sdo monitoradas de forma continua e 0s
animais capturados séo retirados com cuidado das redes e trazidos ao barco
para estabilizacdo. As tartarugas marinhas sdo entdo identificadas e em
seguida, realiza-se a coleta de sangue e amostras biolégicas seguida pelos
exames fisico e procedimentos de coleta de dados, biometria e marcacao para
identificacdo. Logo em seguida, os animais capturados sao liberados de volta

ao mar.

Figura 6: Rede de emalhe Projeto Chelonia mydas no estuario do Rio Piraqueacu,
Aracruz (ES) para captura intencional de tartarugas-verdes (C.mydas) de vida livre

Fonte: Camila Miguel

Basicamente o0 mesmo processo ocorre durante as capturas intencionais
na llha de Coroa Vermelha. Ilhas oceanicas sdo importantes areas de
alimentacdo ndo somente para C. mydas como também para outras espécies
de tartarugas marinhas. Porém, além de redes de emalhe, as capturas Nessa

area sao realizadas por pescadores colaboradores utilizando tarrafas. Isto
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porque se trata de um ambiente com aguas muito claras, permitindo uma facil

visualizacdo das tartarugas marinhas forrageando proximos a costa da ilha.

Figura 7: Captura de tartaruga-verde (C. mydas) de vida livre com tarrafa na
llha de Coroa Vermelha, Nova Vigosa (BA)

Fonte: Camila Miguel

No Rio de Janeiro, as amostras sanguineas coletadas foram
provenientes de animais capturados intencionalmente pelo Projeto Aruana.
Nascido em 2012, o projeto atua na regido da Baia de Guanabara e tem como
objetivo principal realizar o monitoramento e o levantamento da ocorréncia de
tartarugas marinhas na regido metropolitana do Rio de Janeiro por meio da
realizacdo de pesquisas cientificas. A partir de 2020, o projeto passou a
integrar o Instituto de Pesquisas Ambientais Littoralis.

O projeto Aruana realiza semestralmente atividades de captura
intencional na praia de Itaipu (22° 58’ 14” S, 43° 02’ 48” W), Niterdi (RJ). As
tartarugas marinhas sao capturadas por rede de pesca de arrasto-de-praia, que
utiliza uma canoa a remo manejada por pescador parceiro juntamente com
outros dois ou trés integrantes do Projeto Aruana. Deixando um cabo na praia,
a canoa € deslocada para uma distancia que varia entre 300 m e 500 m,
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lancando a rede perpendicular a linha de costa. Retornando a praia, um
segundo cabo € lancado e a equipe em terra inicia o processo de arrasto e
recolhimento da rede em direcdo a areia. Conforme a rede é puxada, as
tartarugas marinhas sdo trazidas até a praia. Os animais capturados séo
retirados da rede e trazidos a tenda que € montada pelo projeto Aruana na
praia, para estabilizacdo. As tartarugas marinhas séo identificadas e em
seguida, realiza-se exame fisico e procedimentos de coleta de dados,
biometria, marcagdo com anilhas e coleta de amostras biologicas. Mais tarde,

0s animais capturados séo liberados de volta ao mar.

Figura 8: Rede de arrasto-de-praia Projeto Aruana para captura intencional de
tartarugas-verdes (C. mydas) na praia de Itaipu, Niter6i (RJ)

Fonte: arquivo pessoal
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3.2 COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS E DADOS BIOMETRICOS

A coleta de material para as analises moleculares aconteceu de modo a
representar o menor risco possivel a integridade fisica das tartarugas
marinhas. Foram coletadas amostras sanguineas de tartarugas marinhas
com e sem fibropapilomatose, por meio da puncdo do seio venoso cervical,
apos contencdo fisica do animal. Aproximadamente 2 mL de sangue de cada
animal foi colhido utilizando agulhas 30x8 ou 40x12mm e seringas de 3 ou 5
mL, dependendo da condicdo corpérea e tamanho de cada animal e,
depositados em tubos do tipo Eppendorf estéreis sem anticoagulante. Em
campo, as amostras sanguineas foram armazenadas em caixa térmica com
gelo artificial e depois congeladas e mantidas a -8°C até serem trazidas ao
Laboratério de Genética Animal (LGA) do Departamento de Ciéncias Quimicas
e Bioldgicas do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de Botucatu. No laboratério, foram

mantidas congeladas a -20° C até o processamento.

Figura 8: Coleta sanguinea por puncao do seio venoso cervical em C. mydas
--‘ ‘ . (’!(_\.’l ‘?e‘ ;"."7 g

373 g

4 kA f ““‘"“;'

Fonte: arquivo pessoal
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Também foram coletadas amostras de tumores cutdneos de tartarugas
marinhas com FP capturadas na praia de Itaipu, Niteréi (RJ). Pequenos
fragmentos de tecido tumoral foram seccionados utilizando lamina de bisturi
estéril individualizada para cada animal e fragmento de tumor coletado, apoés
higienizacdo prévia da regido com iodopovidona. Os fragmentos foram
depositados em tubos tipo Eppendorf contendo solucdo de alcool 100% e
armazenados a -20°C até o processamento no Laboratério de Genética Animal
do Instituto de Biociéncias da UNESP Botucatu.

Todos o0s animais envolvidos no trabalho tiveram os dados
biométricos coletados utilizando fita métrica, balanca e paquimetro
manual. Apés contencéao fisica, foram registrados: comprimento curvilineo
de carapaca (CCC), largura curvilinea de carapaca (LCC), massa corporal

(MC) e numero das anilhas de identificag&o.

3.3 ANALISES MOLECULARES

3.3.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA total das amostras de sangue total obtidas foi
realizada pelo Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). O DNA extraido foi
quantificado no espectrofotometro (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer —
Termo Fisher Scientific), por meio de absorbancia a 260-280nm. A qualidade
do material foi avaliada pela técnica de eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), imerso em tampao TAE 1X
(Tris-Acido Acético-EDTA) e visualizados em digitalizador de imagens sob luz

ultravioleta.

3.3.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras biolégicas foram submetidas a técnica de Reagdo em
Cadeia da Polimerase para deteccdo do Chelonid alphaherpesvirus 5. As
PCRs foram realizadas em termociclador Eppendorf® Mastercycler® Nexus

X2. Cada reagao continha um volume final de 10 pL, incluindo 1,2 yL de
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solugao tampao, 0,4 L de MgClz, 1 yL de dNTPs mix, 1 puL de cada primer, 0,1
ML de Taq DNA polimerase, 1 uL de DNA genémico e 4,3 uL de agua ultrapura.

Cada ensaio foi composto por uma amostra de DNA extraido de
fragmentos de fibropapilomas cutdneos previamente testada e confirmada
positiva por Sequenciamento Sanger como controle positivo e agua ultrapura
como controle negativo, seguindo o seguinte perfil térmico: desnaturacéo inicial
a 94°C por 4 minutos, seguido de 39 ciclos a 94°C por 30 segundos, 61°C por
30 segundos e 72° por 30 segundos e extenséo final a 72° por 7 minutos.

Para deteccdo do ChHV 5 pela técnica de PCR, foram utilizados
marcadores moleculares do tipo STS (sequence tagged sites). Os dois
conjuntos de primers selecionados UL-18 e UL-30 tém como gene-alvo a
proteina do capsideo e a DNA polimerase respectivamente, e estdo
especificados na tabela a seguir:

Tabela 2: Conjunto de primers e as respectivas sequéncias de nucleotideos, tamanho do
fragmento e referéncias bibliograficas

. ] . ... | TAMANHO DO R

PRIMERS GENE-ALVO SEQUENCIA DOS NUCLEOTIDEOS (5'-3') | [on e | REFERENCIA
ULts Proteina de F: GTGGAACCCCGCCGGGTAAT - Alfaro Nufiez;
capsideo R: TGATCCGGGCCGAGTAGCGC Gilbert, 2014

F: AGCATCATCCAGGCCCACAATCT
UL-30 DNA polimerase 445pb Lu et al., 2000
R: CGGCCAGTTCCGGCGCGTCGACCA

3.3.3 Limiar de deteccdo dos primers

O limiar de deteccdo do DNA genbmico dos conjuntos dos primers
utilizados para a deteccdo do ChHV5 foi estimada pela avaliacdo da
amplificagdo do DNA extraido de fibropapilomas cutaneos, confirmados
positivos por sequenciamento Sanger e utilizados como controle positivo. As
amostras foram diluidas em série na solu¢cdo de DNA (Tabela 3) e foram feitas
PCRs com o0s mesmos volumes, concentracbes e perfis térmicos citados

anteriormente.
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Tabela 3: Avaliacdo da sensibilidade dos conjuntos de primers da deteccdo do DNA viral em
diferentes diluicdes

Diluigoes a b c d e f g h
Quantidade

de DNA por 10 1 0,1 0,01 0,0001 0,00001 0,000001 0,0000001
diluigdo (ng)

3.3.4 Andlise dos produtos de PCR

A identificacdo dos produtos amplificados nas reacoes foi feita por meio
da técnica de eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com SYBR Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen), imerso em tamp&o TAE 1X (Tris-Acido Acético —
EDTA) corrido a 90 V por 1 hora. Os géis foram visualizados no transiluminador
(Benchtop UV Transilluminator, Cambridge, Reino Unido) com o software
UVP® VisionWorksLSTM (LifeScience Software) comparados a um padrao de
peso molecular de 1 Kb Plus (Invitrogen). As amostras que revelaram bandas
do tamanho do fragmento especifico de cada gene bem como correspondiam a
banda do tamanho do controle positivo foram consideradas positivas na
deteccdo do DNA do ChHV 5.

3.3.5 Purificacé@o e sequeciamento de nucleotideos

As amostras positivas foram submetidas a sequenciamento genético
para confirmacdo do gene desejado pertencente ao ChHV 5, gerando
consenso e possibilitando a confirmagéo em banco de dados.

Os fragmentos de interesse foram purificados utilzando-se a
exonuclease EXOSAP-IT® (Affymetrix, Thermo Fisher Scientific) para remocao
de excesso de reagentes que pudessem interferir na reacao de
sequenciamento, seguindo protocolo descrito pelo fabricante. A cada 20 uL de
produto de PCR obtido, acrescentou-se 8 pL da exonuclease. Em seguida os
tubos foram levados ao termociclador Eppendorf® Mastercycler® Nexus X2 e

submetidos ao seguinte programa de ciclagem: 15 minutos a 37°C e 15
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minutos a 80°C. Apds a purificacdo, 10 uL de cada amostra foram eluidos em
2,5 yL de agua ultrapura Milli-Q e acrescidos de 2,5 yL de cada primer
especifico, forward e reverse. Os produtos finais contendo volume de 15 uL
foram transportados sob refrigeracdo e encaminhados ao Instituto de
Biotecnologia (IBTEC), unidade complementar da UNESP, campus de
Botucatu.

Os resultados dos sequenciamentos realizados pelo IBTEC foram
interpretados utilizando os programas Chromas e MEGA 11 afim de se obter a
sequéncia de nucleotideos gerada em cada amostra. As sequéncias foram
analisadas e comparadas com as ja descritas e depositas no GenBank
(National Center for Biotechnology Information) utilizando o programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool).
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4. RESULTADOS

4.1 TARTARUGAS MARINHAS CAPTURADAS

4.1.1 Amostras bioldgicas e ocorréncia de tumores de FP

Foram coletadas amostras sanguineas de 157 tartarugas verdes
(Chelonia mydas) juvenis de vide livre acometidas e aparentemente nao
acometidas pela FP. Entre os animais capturados, 27,4% (43/157)
apresentavam tumores sugestivos da FP, variando em tamanho,

quantidade e coloragéo.

Tabela 4: Relacéo entre n° de animais capturados e presenca ou auséncia de tumores (FP) de
acordo com local de origem

ORIGEM FP+ FP- TOTAL
BA 4 41 45
ES 24 21 45
RJ 7 13 20
RS 3 30 33
SC 5 9 14
GERAL 43 114 157

Figura 9: Massa tumoral em regido cervical de individuo C. mydas

LN

- e

Fonte: arquivo pessoal
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Figura 10: Tumores em olho esquerdo; regido inguinal e plastrdo e nadadeiras anteriores em

C. mydas

Fonte: arquivo pessoal

Figura 11: Tumores em regido cervical e nadadeira anterior em C. mydas

ny Y Sai — —

Fonte: arquivo pessoal



Figura 12: Tumores em nadadeira, regido axilar e plastrdo em C. mydas

Fonte: arquivo pessoal

Figura 13: Massa tumoral de grande dimensdo em nadadeira e tumores em regido

cervical em C. mydas

Fonte: arquivo pessoal

47
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4.1.2 Dados biométricos e escore de fibropapilomatose

Todos os animais envolvidos no trabalho tiveram os dados
biométricos registrados apds contencdo fisica. As tartarugas marinhas
analisadas apresentaram CCC meédio de 41,8 cm, com valor minimo de
31,7 cm e maximo de 74,2 cm; LCC meédio de 37,6 cm com valor minimo
de 30,2 cm e maximo de 65,6 cm e MC média de 17,3 kg, com valor
minimo de 3,35 kg e maximo de 52,4 kg. Todos os animais foram

classificados como juvenis.

Figura 14: Biometria de comprimento curvilineo de carapaca (CCC) com fita métrica em

C. mydas

Fonte: arquivo pessoal
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Figura 15: Biometria de largura curvilinea de carapaca (LCC) com fita métrica em

C.mydas

Fonte: arquivo pessoal

Figura 16: Pesagem de individuo C. mydas para determinar massa corporea (MC)

Fonte: arquivo pessoal
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Em tartarugas marinhas que apresentavam tumores sugestivos de
FP, foram coletados dados referentes aos mesmos. Os fibropapilomas
foram quantificados e classificados de acordo com o tamanho, seguindo
método descrito por Work e Balazs (1999): A (< 1cm), B (1cm < FP <4
cm), C(4cm <FP <10 cm) e D (> 10 cm). Os tumores foram descritos a partir
de sua localizagcdo anatdmica: olhos, boca, pescoco, nadadeira anterior,

nadadeira posterior, cloaca, cauda, plastrao e carapaca.

Figura 17: Quantificagcdo e mensuracao de tumores caracteristicos de FP em individuo

C.mydas

_')’,f; \
Fonte: arquivo pessoal
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A classificacdo dos tumores de acordo com Work e Balazs permite o
calculo do indice de fibropapilomatose (FPI) proposto por Rossi et al., 2016 por

meio da equacgéao:

FPI =0.1 XxNa+1 xXxNg+ 20 X Nc + 40 x Np

onde, Nx € o niumero de tumores quantificados em cada categoria (A, B, C, D).
Os resultados dessa equacdo, permitem classificar o escore de
fibropapilomatose (FPS) ou grau de severidade da doenca em “leve” quando
FPI < 40, “moderado” quando 40 < FPI < 120 ou “severo” quando FPI > 120.

Por meio da classificacdo dos tumores, foi possivel calcular o
indice de fibropapilomatose (FPI) e o grau de severidade (FPS) da
doenca nos animais envolvidos no estudo. Entre as 43 tartarugas
marinhas que apresentavam tumores caracteristicos de FP, 30 animais
(69,8%) apresentaram escore grau leve, 8 animais (18,6%) apresentaram
grau moderado e 5 animais apresentaram (11,6%) grau severo.

Tabela 5: Relacéo entre indice de fibropapilomatose (FPI), escore de severidade (FPS) e
origem dos animais

AMOSTRA ORIGEM FPI FPS
76 BA 0,2 leve
77 BA 10,1 leve
78 BA 2,3 leve
97 BA 2 leve
30 ES 20,4 leve
31 ES 149,5 severo
32 ES 12,6 leve
34 ES 5,5 leve
35 ES 7,2 leve
36 ES 12 leve
37 ES 15,4 leve
38 ES 0,1 leve
40 ES 18,9 leve
41 ES 1,6 leve
42 ES 28,7 leve
45 ES 187,2 severo
47 ES 76,5 moderado
48 ES 1,2 leve

49 ES 165,5 severo




50 ES 13,3 leve

51 ES 5,4 leve

55 ES 39,6 leve

57 ES 2,9 leve

58 ES 48,9 moderado
59 ES 51,3 moderado
61 ES 63,8 moderado
65 ES 129,4 severo
71 ES 50,3 moderado
19 SC 13,4 leve

20 SC 47,3 moderado
22 SC 3,8 leve

23 SC 9,5 leve

26 SC 17,6 leve

9 RS 3,1 leve

13 RS 16,7 leve
133 RS 22,2 leve
142 RJ 20,1 leve
145 RJ 96,7 moderado
146 RJ 33,8 leve
149 RJ 39,2 leve
153 RJ 26,5 leve
155 RJ 158,3 severo
157 RJ 49,9 moderado

52

Gréfico 1: Relacdo entre n° de animais FP+ e escore de severidade (FPS) de acordo
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4.2 ANALISES MOLECULARES

As amostras sanguineas testadas apresentaram concentragdo de DNA
entre 30 e 50ng/uL e relagdo 260/280 entre 1,5 e 2,1, indicando estarem
satisfatorias para as analises moleculares propostas.

De um total de 157 (100%) amostras de sangue de C. mydas
submetidas a PCR convencional, foi detectado a presenca do gene da proteina
do capsideo do ChHV 5 em 13 (8,2%) individuos. Entre os 13 animais
considerados positivos, 7 apresentavam manifestacao clinica da FP (ID 19, 31,
45, 58, 65, 77, 146) e 6 eram assintomaticos (ID 39, 53, 70, 91, 110, 154).

Tabela 6: Relagdo entre n° de animais com e sem FP detectados positivos pela PCR utilizando
conjunto de primers UL-18, de acordo com local de origem

ORIGEM FP+ FP- TOTAL
SC 1 0 1
ES 4 3 7
BA 1 2 3
RJ 1 1 2
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Figura 18: Amostras sanguineas: produtos de PCR amplificados no fragmento do gene da

proteina de capsideo do ChHV 5 (140 pb) em gel de agarose 1,5%.

1011972 13

Coluna 1: Ladder 1 Kb Plus (Invitrogen); Coluna 2: Controle negativo; Coluna 3: Controle
positivo do gene da proteina de capsideo do ChHV 5; Coluna 4 a 13: Amplicons de amostras
de DNA extraido de sangue de C. mydas em estudo (ID 31, 39, 53, 65, 70, 77, 91, 110, 146,

154)

Em contrapartida, as mesmas amostras ndo amplificaram no fragmento
do gene da DNA polimerase do ChHV 5. Desta forma, o primer UL-30 ndo
detectou a presenca do virus no sangue de nenhum dos 157 animais
envolvidos nesta pesquisa.

Em relacdo ao limiar de deteccdo dos primers e, consequentemente,
uma validacdo de nossas analises, houve amplificacdo do fragmento desejado
do gene da DNA polimerase (UL-30) do ChHV 5 até a diluicdo de 1 ng de DNA
gendmico extraido de amostra de tecido tumoral de C. mydas. Ja para o gene
da proteina do capsideo, o conjunto de primers UL-18 se mostrou mais
sensivel, amplificando o fragmento desejado até a diluicdo de 0,0001 ng de

DNA gendmico.
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Figura 19: Teste de limiar de deteccéo: amostras A — H diluidas a partir do C+ para determinar
sensibilidade do primer UL-18 (140 pb) na deteccao do ChHV 5

Coluna 1: Ladder 1 Kb Plus (Invitrogen); Coluna 2: Controle positivo do gene da proteina de
capsideo do ChHV 5; Coluna 3: Controle negativo Coluna 4 a 11: Amostras de DNA do
ChHV 5 na concentrac¢des A=10; B=1; C=0,1; D=0,01; E=0,001; F=0,0001; G=0,00001;

H=0,000001 ng respectivamente.

Figura 20: Teste de limiar de deteccéo: amostras A — H diluidas a partir do C+ para determinar
sensibilidade do primer UL-30 (445 pb) na detec¢cdo do ChHV 5

Coluna 1: Ladder 1 Kb Plus (Invitrogen); Coluna 2: Controle positivo do gene da DNA
polimerase do ChHV 5; Coluna 3: Controle negativo Coluna 4 a 11: Amostras de DNA do
ChHV 5 na concentrac¢des A=10; B=1; C=0,1; D=0,01; E=0,001; F=0,0001; G=0,00001;
H=0,000001 ng respectivamente.
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4.3 SEQUENCIAMENTO GENETICO

Inicialmente dois produtos de PCR, provenientes de amostras de tecido
tumoral cutaneo de um mesmo individuo C. mydas (ID 155), que amplificaram
nos fragmentos dos genes desejados referentes ao conjunto de primers UL-30
e UL-18, foram purificados e encaminhados para sequenciamento genético,
visando confirmacéo e comparagao em banco de dados.

Para avaliar a identidade entre as sequéncias geradas e as descritas no
Genbank, foram analisados fragmentos parcial do gene da DNA polimerase e
gene da proteina de capsideo do ChVH 5. Foi possivel observar que para
fragmentos de 376 pb da DNA polimerase, a identidade da sequéncia obtida foi
de 100% com as sequéncias MH144348.1 (Paran& — Brasil), MH101744.1 (S&o
Paulo — Brasil), KU048040.1 (Parana — Brasil), KR048335.1 (Sdo Paulo —
Brasil), MT272982.1 (Sdo Paulo — Brasil), JN938586.1 (Rio Grande do Sul —
Brasil), JN580279.1 (Porto Rico), MK953552.1 (Sdo Paulo - Brasil),
HQO000007.1 (S&o Tomé e Principe), HM348896.1 (Sdo Tomé e Principe),
HM348895.1 (Sdo Tomé e Principe). Para fragmentos parcial de 81 pb da
proteina de capsideo, a identidade da sequéncia obtida foi de 100% com as
sequéncias 0Q189658.1 (Malasia), 0Q189660.1 (Malasia) e 98% com as
sequéncias  KY933584.1 (Taiwan), KY933583.1 (Taiwan), NC_075701.1
(Estados Unidos) e LC536649.1 (Sao Paulo — Brasil).

As amostras de tumores cutaneos confirmadas positivas apds analise e
comparacao em banco de dados (Genbank), foram utilizadas como controle
positivo nas PCRs realizadas neste estudo para deteccdo do ChHV 5 em
amostras de sangue.

Para validacdo dos resultados obtidos referente as andlises das
amostras sanguineas, dois produtos de PCR provenientes de um individuo que
apresentava tumores de FP (ID 146) e um individuo aparentemente
assintomatico (ID 154) foram purificados e encaminhados para
sequenciamento genético.

As sequéncias de nucleotideos obtidas a partir de ambas amostras
sanguineas foram muito semelhantes entre si. A identidade das sequéncias
obtidas foi de 95 a 100% com as sequéncias 0Q189658.1 (Malasia),


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH144348.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH101744.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU048040.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KR048335.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT272982.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN938586.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN580279.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK953552.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ000007.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HQ000007.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM348896.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM348895.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=JGGPCP6301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ189658.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JGGY01SJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ189660.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JGGY01SJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY933584.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JGGZKVVS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY933583.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JJM4PT7X016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_075701.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=JJM4PT7X016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC536649.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=JGGY01SJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ189658.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=JGGY01SJ013
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0Q189660.1 (Malasia), KY933584.1 (Taiwan), KY933583.1 (Taiwan),
NC_075701.1 (Estados Unidos).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OQ189660.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JGGY01SJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY933584.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=JGGZKVVS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY933583.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=JJM4PT7X016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_075701.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=JJM4PT7X016
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5. DISCUSSAO

5.1 DADOS BIOMETRICOS E PREVALENCIA DA FP

A fibropapilomatose (FP) possui distribuicdo circuntropical, acometendo
tartarugas marinhas em todos os oceanos (BAPTISTOTTE, 2007). Apesar de
seu caréater benigno, é uma enfermidade debilitante e potencialmente fatal
(AGUIRRE, 1998). O Chelonid alphaherpesvirus 5 (ChHV 5) é descrito como
agente etioldgico da doenca, porém ha um consenso na literatura cientifica de
que a FP tem carater multifatorial, estando associada a fatores ambientais e
possivelmente genéticos (QUACKENBUSH, 1998; AGUIRRE, LUTZ, 2004).
Ambientes costeiros afetados diretamente por atividades antrépicas
apresentaram maiores prevaléncias de FP (BALAZS, 1991; ADNYANA et al.,
1997; FOLEY et al., 2005; DOS SANTOS et al., 2010; VAN HOUTAN et al.,
2010).

No presente estudo, tartarugas verdes (C. mydas) juvenis foram
capturadas em diferentes areas de alimentacdo de cinco estados brasileiros:
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia. A
frequéncia de individuos capturados apresentando tumores sugestivos da
doenca variou bastante entre os locais de capturas. As prevaléncias mais
baixas foram observadas na llha de Coroa Vermelha (BA) e na praia do
Cassino (RS). A prevaléncia de FP constatada na praia de Itaipu (RJ) e na
praia de Itapiruba (SC) foram semelhantes entre si. JA no estuario do Rio
Pirequeacu (ES), foi registrada a maior prevaléncia de FP, com mais da
metade das tartarugas marinhas capturadas apresentando tumores cutaneos,

conforme demonstra a Tabela 7:

Tabela 7: Relagdo entre n° de animais capturados em cada regido e prevaléncia da FP (2023)

LOCAL CAPTURAS FP+ PREVALENCIA (%)
BA 45 4 8,8
ES 45 24 53,3
RJ 20 7 35
RS 33 3 9
SC 14 5 35,7

TOTAL 157 43 27,3
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Nos estudos de fibropapilomatose, a coleta de dados biométricos tem
sido muito utilizada e util para estimar a faixa etaria dos animais acometidos
pela doenca. Nesta pesquisa, os dados biométricos registrados, revelaram que
0s animais capturados apresentavam CCC médio variando entre 31,7 cm e
74,2 cm, sendo portanto classificados como juvenis, confome Wyneken (2003).

Entre os 43 individuos FP+ capturados, o aspecto macroscopico dos
tumores, demonstrou-se sugestivo da doenca. Os animais tiveram 0s tumores
descritos segundo sua localizagdo anatdmica e foram quantificados e
classificados seguindo método descrito por Work e Balazs (1999). A
classificagcdo dos tumores permite o célculo do indice de fibropapilomatose
(FPI) proposto por Rossi et al., 2016. A partir do FPI, foi possivel determinar
o grau de severidade (FPS) da doenca, revelando que 69,8% (30/43) dos
animais apresentavam escore grau leve, 18,6% (8/43) dos animais
apresentavam escore grau moderado e 11,6% (5/43) dos animais
apresentavam escore grau severo. Os resultados estdao de acordo com
dados analisados por Baptistotte (2007) e Rossi et al. (2016), que
descreveram C. mydas encontradas no Brasil, apresentando elevadas
guantidades de pequenos tumores classificados nas categorias A e B,

segundo método de Work e Balazs (1999).

5.2 TESTES MOLECULARES E DETECCAO DO ChHV 5

Assim como outros herpesvirus, acredita-se que o ChHV 5 seja capaz
de estabelecer infecgcbes latentes em seus hospedeiros naturais (ALFARO-
NUNEZ et al, 2016). A quebra da laténcia ocorre quando ha o
comprometimento do sistema imunolégico do hospedeiro infectado, seja por
fatores ambientais ou genéticos. No momento em que é reativado, o virus pode
manifestar-se clinicamente ou infectar novos individuos. (STRAUSS, 2006;
NATHANSON, 2007).

O tecido alvo do ChHV 5 aparenta ser a pele e acredita-se que a
transmissdo ocorra primariamente por meio da descamacgdo de células da
epiderme de tartarugas marinhas infectadas pelo virus no ambiente,
principalmente nas areas de alimentacdo, onde ha aglomeracdo de animais
(HERBST et al., 1995, 1999; WORK et al., 2014).
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Testes de amplificacdo génica por meio da técnica de PCR ja
detectaram o ChHV 5 em pele, 6rgdos intra-cavitarios, sangue, urina e
secrecOes de tartarugas marinhas com e sem tumores sugestivos da FP.
Devido ao mecanismo de laténcia, animais infectados pelo ChHV 5, ainda que
sejam assintomaticos, podem atuar como reservatorios, contribuindo com a
disseminacdo da FP e persisténcia do virus no ambiente. Desta maneira,
entende-se a importancia de investigar a ocorréncia do virus em tecidos e
fluidos de animais sem FP.

Alfaro-Nufiez et al., (2016) realizaram ensaios de gPCR para quantificar
carga viral do ChHV 5 em amostras tumorais e de fragmentos de pele de
tartarugas marinhas sintomaticas e assintomaticas. Os resultados revelaram
gue os animais com FP, apresentavam elevadas concentracdes de DNA viral
nos tumores e menores concentracbes na pele. No entanto, em animais
assintomaticos, as concentracfes de DNA quantificadas na pele apresentaram-
se elevadas, sendo maiores que as apresentadas na pele dos animais
sintométicos. Sendo assim, acredita-se que uma grande proporcdo de
populacdes de tartarugas marinhas clinicamente saudaveis ao redor do mundo,
carregam ChHV 5 provavelmente por infeccbes latentes persistentes
(ALFARO-NUNEZ et al., 2016).

A viremia pode ser detectada durante o ciclo litico, quando ha replicacdo
viral. A presenca do virus no sangue pode ser encontrada em infeccBes
primarias sintomaticas, subclinicas e/ou quando ocorre a reativacdo do virus
apos um periodo de laténcia (PAILLOT et al., 2008; PAGE-KARJIAN et al.,
2015). A circulacdo do ChHV 5 na corrente sanguinea pode sugerir um
mecanismo de transporte do patégeno entre locais de persisténcia viral, a partir
de sitios de infecg&o inicial ou laténcia e tecido alvo (PAGE-KARJIAN et al.,
2015).

Tal mecanismo de transporte entre locais de persisténcia viral e tecido
alvo (ou vice-versa) através da circulacdo sanguinea, como citado por Page-
Karjian et al. (2015), € um importante aspecto a ser compreendido, uma vez
gue contribui com: 1) a dispersdo viral no organismo do hospedeiro,
favorecendo a evolucdo da doenca 2) a persisténcia do virus em populacoes
de Chelonia mydas e consequentemente a transmissao da FP para novos

individuos.
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Na literatura a deteccdo de Chelonid alphaherpesvirus 5 em amostras
de sangue total de tartarugas marinhas sintomaticas e assintomaticas, foi
demonstrada utilizando técnicas de PCR convencional, qPCR e nested PCR.
No Brasil, o primeiro estudo envolvendo a detec¢céo do ChHV 5 em sangue de
tartarugas marinhas, foi realizado por Monezi et al. (2006), porém incluia
apenas animais com manifestacao clinica da FP e foi utilizado exclusivamente
0 conjunto de primers do gene da DNA polimerase (UL-30).

Posteriormente, Silva (2019) no Brasil e Page-Karjian et al. (2015) nos
Estados Unidos, detectaram DNA viral em amostras sanguineas de tartarugas
marinhas com e sem tumores sugestivos de FP, demonstrando a circulacédo do
ChHV 5 na corrente sanguinea de animais sintomaticos e assintométicos. Os
dois estudos utilizaram novamente o conjunto de primers UL-30 (~480 pb) e no
caso de Silva (2019), foram incluidos outros trés conjuntos de primers
direcionados a diferentes genes-alvos do ChHV 5 e com tamanhos variados:
UL-18 (gene da proteina do capsideo com 140 pb), UL-27 (gene da
glicoproteina B com 143 pb) e F-US3B (gene da serina/treonina quinase com
700 pb). O estudo de Silva (2019), foi o primeiro a utilizar diferentes primers
para deteccdo do DNA do ChHV 5 em sangue de tartarugas marinhas. O
conjunto de primers UL-18 demonstrou-se o mais sensivel, sendo o
responsavel pela maior parte das detec¢des do virus em amostras de sangue.

Em 2014, Alfaro e Gilbert testaram a sensibilidade de primers com
diferentes tamanhos (pb) e genes-alvos para detec¢cdo do ChHV 5 em tumores
e fragmentos de pele de tartarugas marinhas acometidas ou nao pela FP, por
meio de diferentes técnicas de PCR. No trabalho foi discutido que
metodologias envolvendo a amplificacdo de primers com sequéncias menores
como o UL-18 (140 pb) em comparacdo com primers que amplificam
sequéncias maiores como UL-30 (445 pb), demonstram maior sensibilidade
para a deteccdo do ChHV 5.

No presente estudo, foram selecionados os conjuntos de primers UL-30
e UL-18 para deteccdo do ChHV 5 em amostras sanguineas de C. mydas. UL-
30 foi utilizado visando seguir um padrdao das pesquisas que buscam a
deteccdo do ChHV 5 em diferentes tecidos pela técnica de PCR, uma vez que
se trata do marcador molecular mais amplamente usado para este tipo de

investigacdo. O primer UL-18, foi utilizado devido sua elevada sensibilidade na
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deteccdo do DNA viral em sangue, demonstrada em pesquisa realizada por
Silva (2019).

Em relacdo a deteccdo do virus utilizando UL-18, 8,3% (13/157) das
amostras sanguineas amplificaram no tamanho (140 pb) do gene desejado,
sendo portanto consideradas positivas. Destas 13 amostras, 7 eram de animais
acometidos pela FP, que apresentavam tumores sugestivos e 6 eram animais
sem manifestacdo cutdnea da doenca. A deteccdo do virus se deu em
amostras sanguineas de tartarugas marinhas apresentando escore de FP
(FPS) leve, moderado e severo. Uma vez que a deteccao do virus em sangue
€ indicativo de viremia, entende-se que a replicacdo viral independe da
severidade da doenca. A relacdo entre o niUmero de amostras sanguineas
coletadas em cada uma das areas de estudo, detec¢cdo do ChHV 5 utilizando
0s conjuntos de primers UL-18 e UL-30, presenca ou auséncia de tumores
sugestivos de FP e o grau de severidade (FPS) da doenca esta descrita na
Tabela 8:

Tabela 8: Relacéo entre nimero de amostras de sangue coletadas em cada area de estudo,

deteccdo do ChHV 5 por meio da PCR de acordo com os conjuntos de primers UL-18 e UL-30,
presenca ou auséncia de tumores sugestivos de FP e grau de severidade (FPS) da FP

LOCAL AMOSTRAS PCR PRESENCA DE TUMOR
UL 18 UL 30 SIM NAO

LEVE MODERADO SEVERO
BA 45 3 0 1 0 0 2
ES 45 7 0 0 1 3 3
RJ 20 2 0 1 0 0 1
sC 14 1 0 1 0 0 0
RS 33 0 0 0 0 0 0
TOTAL 157 13 0 3 1 3 6

Em contrapartida, as 157 amostras sanguineas testaram negativo para a
presenca do gene alvo da DNA polimerase do genoma do ChHV 5, o que nao
corresponde aos resultados obtidos em estudos brasileiros anteriores (MONEZI
et al., 2006; SILVA, 2019). Quackenbusch et al. (2001), por outro lado, ao
analisarem amostras de sangue total de animais FP+ pela técnica de gPCR
buscando o gene da DNA polimerase, ndo encontraram animais positivos.

Assim como Lu et al. (2000) que ndo detectaram presenca da DNA polimerase
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do ChHV 5 em células mononucleares isoladas de sangue periférico de
animais FP+ por meio da nested PCR.

Neste trabalho, a circulacdo do ChHV 5 na corrente sanguinea foi
demonstrada em tartarugas marinhas C. mydas com tumores cutaneos
sugestivos da FP e assintomaticas. A viremia € indicativo de replicacéo viral e
guando detectada em animais com manifestacao clinica cutanea da FP, sugere
infeccdo sistémica disseminada. Em animais sem manifestacéo clinica da FP, a
viremia possivelmente indica disseminacdo hematdgena intermitente
relacionada a infec¢des latentes persistentes. Levando em consideracdo as
hipéteses de Paige-Karjian et al. (2015), a presenca do ChHV 5 no sangue
destes animais pode estar associada a reativacdo do virus apos periodo de
laténcia. Além disso, a viremia em individuos assintomaticos também pode
estar associada a replicacao viral em infec¢des primarias ou subclinicas.

De qualquer forma, a circulacdo do ChHV 5 no sangue de tartarugas
marinhas aparentemente saudaveis, confirma que mesmo na auséncia da
manifestacao clinica da FP, o patégeno pode se disseminar no organismo dos
hospedeiros e que de fato, estes animais podem atuar como reservatorios e
conseguentemente contribuir para manutencédo da doenca no ambiente.

Para validacao dos resultados moleculares, produtos de amplificacdo da
proteina de capsideo do gene UL-18 do ChHV 5 provenientes de amostras de
sangue de um individuo sintomatico (ID 146) e um individuo aparentemente
livre de FP (ID 156) foram submetidos a sequenciamento genético do tipo
Sanger. As sequéncias de nucleotideos geradas foram muito semelhantes
entre si, obtendo 95 — 100% de identidade com sequéncias de tumor cutaneo e
pele provenientes da Malasia, Taiwan e Estados Unidos.

A partir dos resultados do seguenciamento genético foi possivel
constatar que um mesmo haplétipo viral é capaz de infectar diferentes tecidos,
uma vez que as sequéncias encontradas em amostras de tumores cutaneos e
sangue foram as mesmas encontradas em outros tecidos.

O monitoramento da fibropapilomatose serve como um indicador da
saude do ecossistema marinho, uma vez que afeta espécies ameacgadas,
consideradas sentinelas deste ambiente. Hamman et al. (2010), citaram a
fibropapilomatose na lista de prioridades para estudos na area da conservacgao

de tartarugas marinhas, uma vez que compromete a sobrevivéncia de espécies
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ameacadas de extincdo. Os resultados obtidos neste estudo fornecem
informacbes sobre a ocorréncia de possiveis infeccbes latentes e/ou
subclinicas, que estdo relacionadas a questdes epidemiolégicas da FP,
visando colaborar com a conservagdo das tartarugas marinhas e

consequentemente do ecossistema marinho como um todo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foram utilizados testes moleculares para investigar a
ocorréncia do Chelonid alphaherpesvirus 5 no sangue de tartarugas verdes (C.
mydas) de vida livre com tumores cutaneos sugestivos da FP e assintomaticas,
afim de contribuir com a compreensédo de aspectos epidemioldgicos da doenca.

Os animais amostrados foram capturados em areas de alimentacao
localizadas nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Rio de Janeiro,
Espirito Santo e Bahia. De forma geral, a prevaléncia de individuos capturados
em vida livre que apresentavam tumores sugestivos da fibropapilomatose foi de
27,4% (43/157). A maior prevaléncia da doenca foi registrada no estuério do
Rio Piraqueacu (ES), onde 53,3% dos animais eram FP+. Entre as tartarugas
marinhas capturadas na praia de Itapirubad (SC) e praia de Itaipu (RJ), a
prevaléncia da doenca ficou em torno de 35%. As menores prevaléncias foram
encontradas entre 0os animais capturados na praia do Cassino (RS) e llha de
Coroa Vermelha (BA), que foi proxima a 9%.

Por meio da técnica de PCR convencional foi detectada a presenca de
DNA do ChHV 5 utilizando o conjunto de primers UL-18 em amostras de
sangue de 13 animais. Dentre 0s animais positivos, 7 apresentavam tumores
cutaneos e 6 eram livres de tumores. A deteccdo do patdégeno em individuos
clinicamente sadios ressalta o carater multifatorial da FP e destaca o potencial
do ChHV 5 em estabelecer infec¢Bes latentes. A corrente sanguinea
possivelmente indica um meio de transporte do ChHV 5 entre sitios de
persisténcia viral (laténcia ou infec¢des primarias) e tecido alvo.

A deteccdo do virus se deu em tartarugas marinhas apresentando
escore de FP (FPS) leve, moderado e severo. Uma vez que a deteccdo do
virus em sangue é indicativo de viremia, entende-se que a replicacao viral
independe da severidade da doenca.

De acordo com os testes de limiar de detecgcdo dos marcadores
moleculares utilizados nesta pesquisa, UL-18 revelou-se sensivel na
amplificacdo do fragmento do gene da proteina do capsideo do ChHV 5 em
amostras contendo até 0,0001 ng de DNA gendmico. Por outro lado, na
avaliacdo da sensibilidade do primer UL-30 houve amplificacdo do fragmento

do gene alvo em amostras contendo até 1 ng de DNA gendmico.
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Presume-se que a diferenca observada entre os resultados obtidos
pelos dois primers na deteccao do virus esteja relacionada a sua sensibilidade.
No entanto, para confirmacdo desta hipétese, o emprego da técnica de PCR
quantitativa em tempo real seria ideal.

Porém, a partir dos resultados obtidos, pode-se inferir que o conjunto de
primers UL-18 é de fato mais sensivel, revelando ser o marcador molecular
preferivel na deteccdo do ChHV 5 em amostras sanguineas utilizando PCR
convencional, especialmente para determinacdo de individuos portadores do
virus sem manifestacéo clinica cutanea da FP.

Testes de amplificacdo génica para deteccdo do virus em diferentes
amostras biolégicas de animais assintomaticos sdo eficientes para avaliar a
frequéncia de portadores do virus, que desempenham papel relevante na

disseminacéao viral e manutencédo da FP no ambiente.
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