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RESUMO

BENTO, Lucas Drumond, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2023.
Proteinograma sérico de tartarugas verdes (Chelonia mydas) sadias e
acometidas por fibropapilomatose. Orientador: Leandro Abreu da Fonseca.

A tartaruga verde é uma entre as cinco espécies de tartarugas marinhas, que ocorrem
no litoral brasileiro, sendo categorizada como “ameacado” dentro da divisdo geral de
classificacao da International Union for the Conservation of Nature — IUCN. Vérias sé&o
as causas que contribuem para tal classificacdo. Com o avanco da conscientizacao
os impactos diretos foram mitigados, porém novos desafios surgiram, dentre eles esta
a fibropapilomatose. O objetivo deste estudo foi identificar e quantificar o
proteinograma sérico de tartarugas verdes (Chelonia mydas) juvenis, de vida livre,
sem a presenca visivel de fibropapilomas e naturalmente acometidas por
fibropapilomatose (FP) por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE). Os animais foram capturados em dois locais
distintos, quais sejam, Santa Cruz (Espirito Santo) e na ilha de Coroa Vermelha
(Bahia). Para facilitar o entendimento, as comparagdes foram estratificadas em 7
etapas, a saber: Etapa1 (E1) — Animais sem FP x animais com FP; Etapa 2 (E2) -
Animais de CV x animais de SC; Etapa 3 (E3) - Animais com FP em CV x animais
com FP em SC; Etapa 4 (E4) - Animais com FP em CV x animais sem FP em CV;
Etapa 5 (E5) - Animais com FP em SC x animais sem FP em SC; Etapa 6 (E6) -
Animais com diferentes graduacbes de FP: leve x moderado x grave; Etapa 7 (E7) -
Animais com FP x animais doentes sem FP x animais higidos. Ao analisar a (E2),
foram identificadas diferencas estatisticas significativas em 13 das 16 bandas
avaliadas (bandas: 2-12;14;16). Quando comparados os animais com FP de CV com
os de SC (E3), observou-se que os animais de SC apresentaram diferengas
estatisticas significativas em 5 das 16 bandas (7;9;10;13;14). J&a, ao comparar animais
dentro do mesmo local geografico (E4 e E5), constatou-se que, das 16 bandas
investigadas, os animais com FP de CV exibiram diferencas estatisticas significativas
em 5 bandas (1;3;6;7;11), com médias maiores em todas, quando comparado com 0s
animais também de CV, porém sem FP, tal diferenca nédo foi observada em SC (E5).
Ao estratificar os animais de acordo com as distintas graduacdes de FP (E6), foram



identificadas diferencas estaticamente significativas em 4 das 16 bandas investigadas
(5;6;9;16). Os animais foram ainda comparados quanto ao seu status de saude (E7),
revelando diferencas estatisticamente significativas em 6 bandas. Destas, todas
apresentaram médias mais altas no subgrupo “animais doentes com FP”, exceto a
banda 14 (Ig Kappa), a qual apresentou maior valor de média no subgrupo “nao
doente”. A partir do estudo realizado foi possivel o fracionamento, a quantificacéo e a
caracterizagao do proteinograma de tartarugas verdes atraves da técnica proposta.
Foram observadas significativas diferengas entre CV e SC, assim como entre os
animais com e sem FP. Nao houve uma correlacdo direta de alguma proteina
especifica caracterizada no estudo com a ocorréncia ou auséncia da FP, o que nao
diminui a importancia e o potencial promissor das proteinas estudadas como
ferramentas complementares para o estadiamento e a monitoragdo desta e de outras

relagbes ecoldgicas.

Palavras-chaves: Eletroforese. Proteina de fase aguda. Proteinograma. Inflamacéo



ABSTRACT

BENTO, Lucas Drumond, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, December, 2023.
Serum proteinogram of healthy and affected by fibropapillomatosis green turtles
(Chelonia mydas). Advisor: Leandro Abreu da Fonseca.

The green turtle is one of the five species of sea turtles that occur in the Brazilian coast,
being categorized as “threatened” within the general classification division of the
International Union for the Conservation of Nature — [IUCN. Several reasons contribute
to this classification. Some direct impacts were alleviated due to the ecological
awareness in society. However, new challenges emerged, such as the occurrence of
fibropapillomatosis. The objective of this study was to identify and quantify the serum
proteinogram of free-living juvenile green turtles (Chelonia mydas) without the visible
presence of fibropapillomas and green turtles naturally affected by fibropapillomatosis
(FP), using electrophoresis in a polyacrylamide gel containing sodium dodecyl sulfate
(SDS-PAGE). The animals were captured in two different locations: Santa Cruz
(Espirito Santo) and Coroa Vermelha Island (Bahia). To facilitate understanding, the
comparisons were divided in 7 stages, namely: Stage 1 (S1) — Animals without FP x
animals with FP; Stage 2 (S2) - CV animals x SC animals; Stage 3 (S3) - Animals with
FP in CV x animals with FP in SC; Stage 4 (S4) - Animals with FP in CV x animals
without FP in CV; Stage 5 (S5) - Animals with FP in SC x animals without FP in SC;
Stage 6 (S6) - Animals with different degrees of FP: mild x moderate x severe; Stage
7 (S7) - Animals with FP x sick animals without FP x healthy animals. When analyzing
(S2), significant statistical differences were identified in 13 of the 16 bands evaluated
(bands: 2-12;14;16). On S3 comparison, it was observed that SC animals showed
statistically significant differences in 5 of the 16 bands (7;9;10;13;14). However, when
comparing animals within the same geographic location (S4 and S5), it was found that
animals with FP in CV exhibited significant statistical differences in 5 bands
(1;3;6;7;11) out of 16 bands investigated with higher averages in all, compared to
animals without FP in CV. No significant difference was observed in S5. When
classifying the animals according to different FP grades (S6), significant differences
were identified in 4 of the 16 bands investigated (5;6;9;16). The animals were also



compared regarding their health status (S7), revealing significant differences in 6
bands. All of them presented higher mean values in the “sick animals with FP”
subgroup, except band 14 (lg Kappa), which presented a higher mean value in the
“non-diseased” subgroup. In this study, it was possible to fractionate, quantify, and
characterize the proteinogram of green turtles using the proposed technique.
Significant differences were observed between CV and SC, as well as between
animals with and without FP. There was no direct correlation between any specific
protein characterized in the study with the occurrence of FP or not. This finding does
not diminish the importance and promising potential of the studied proteins as
complementary tools for staging and monitoring the occurrence of FP and other
ecological relationships.

Keywords: Electrophoresis. Acute phase protein. Proteinogram. Inflammation
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1. INTRODUCAO

Historicamente, as areas préximas ao litoral tém sido pontos de concentragao
de seres humanos e de extracao de recursos naturais (LOTZE et al., 2006), causando
muitos impactos diretos e indiretos no ecossistema marinho. Danos que foram
menores nos séculos passados, porém, que aumentaram consideravelmente nos
ultimos 100 anos (ELLIS, 2011).

Os diversos impactos sobre a saude da ecologia marinha abrangem uma série
de atividades humanas que exercem pressao significativa sobre os ecossistemas
marinhos. A exploragdo excessiva e muitas vezes predatéria de peixes e crustaceos,
sem considerar periodos de reproducdo, representa uma ameaca substancial. A
construgao de barragens, plataformas petroliferas, pieres, pontes, portos e dragagens
altera o leito marinho, sendo potenciais fatores de perdas de habitat para reproducao,
bergario, refugio e alimentagdo da vida marinha. Somam-se a esses impactos o
descarte inadequado de esgoto em cursos d’aguas, com a consequente poluicdo
organica e inorganica, contribuindo para a eutrofizacdo e aumentando a frequéncia e
intensidade de floracbes de algas, a propagacao de poluentes quimicos, a introducéo
de espécies ndo nativas, além das mudancas climaticas (GILLIN; TABOR; AGUIRRE,
2002; HALPERN et al., 2008; LOTZE et al., 2006).

Afora os impactos citados, as tartarugas marinhas sofrem ainda com o transito
de veiculos nas praias, reducéo da faixa de areia para construcdes de calcaddes, além
da ocupacado da orla com outras edificacbes como resorts, hotéis, pousadas e
quiosques, com impacto direto pela prépria construcao em si e indireto pelo aumento
do fluxo de pessoas e potencial risco de poluicdo e degradacao destas areas, as quais
muitas vezes sdo importantes para desova e proximas a sitios de alimentacédo das
tartarugas.

Somadas a estas e tantas outras ameacas encontra-se a fibropapilomatose,
que, apesar de ser uma neoplasia benigna, pode ter alta morbidade em tartarugas,
principalmente a tartaruga verde (Chelonia mydas), podendo causar sérios problemas
de natagdo, flutuacdo e alimentagdo no espécime acometido, muitas vezes
culminando em sua morte (HERBST, 1994; AGUIRRE; BALAZS, 2000; SWIMMER,
2000; CRAY et al., 2001).
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Determinar o estado fisiolégico de um individuo ou de uma populacdo é um
desafio complexo que frequentemente se revela de dificil execugdo. A avaliacao por
meio de exames fisicos e parametros clinicos, embora relevantes, muitas vezes nao
se mostram precisos o suficiente para atingir tal intento. Nesse contexto, a analise de
exames laboratoriais surge como uma ferramenta importante capaz de fornecer
informacgdes até entdo ocultas (CRAY et al., 2001; SANTOS, 2005). A avaliagao de
parametros hematoldgicos e bioquimicos desempenhou um papel pioneiro nessa
busca por maior esclarecimento. No entanto, é importante ressaltar que esses dados
por vezes nao conseguem capturar de maneira abrangente as intrincadas
perturbacdes da homeostase, ou simplesmente tangenciam tais alteragoes.

Neste contexto, a eletroforese de proteinas séricas pode proporcionar
importante papel na elucidacdo de marcadores precoces de inflamag&o, como as
proteinas de fase aguda. Tal exame presta-se para a avaliacdo da saude das
tartarugas marinhas, bem como para predizer possiveis impactos ambientais nestas,
uma vez que a eletroforese permite o fracionamento, identificagdo e a quantificagéo
das proteinas séricas, viabilizando uma interpretacdo mais acurada, quando
comparada com a separacao rotineiramente utilizada, que se vale somente do valor
da proteina total e da albumina (GONZALEZ. et al., 2017; STOCKHAM; SCOTT,
2008). Portanto, tal técnica pode auxiliar na determinagao de um possivel diagnéstico,
bem como, em alguns casos, pode direcionar um tratamento, o que reflete no
prognostico e qualidade de vida do proprio individuo, podendo, ainda, em muitos
casos, refletir ou ser Gtil para a compreensdo da qualidade de vida de todo um
ecossistema marinho, fundamental para estratégias de manejo e planos de
conservacdo (SANCHEZ-SARMIENTO, 2013).

O entendimento e elucidagdo de marcadores precoces de inflamag¢ao como as
proteinas de fase aguda em tartaruga verde, podem auxiliar na identificacdo de
animais acometidos por fibropapilomatose em estagios precoces da doenca, quando
muitas vezes a identificacdo macroscopica ndo se faz possivel, além de ser uma
importante ferramenta para melhor entendimento da fisiopatologia da doenca,
viabilizando, assim, a mitigacao dos impactos causados pela mesma aos animais.

Desta forma, busca-se, através do presente estudo, identificar proteinas
inflamatorias de fase aguda e/ou outros biomarcadores no soro de tartarugas verdes
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(Chelonia mydas), bem como estabelecer valores fisioldgicos e valores para animais
acometidos por fibropapilomatose.

2. REVISAO DE LITERATURA

Existem distribuidas no mundo 7 (sete) espécies de tartarugas marinhas, das
quais 5 (cinco) ocorrem na costa brasileira e/ou nas ilhas que pertencem ao territorio
nacional. Sao elas: Dermochelys coriacea (Vandelli, 1761) (tartaruga-gigante ou de
couro), Eretmochelys imbricata (Linnaeus, 1766) (tartaruga-de-pente), Lepidochelys
olivacea (Eschscholtz, 1829) (tartaruga-oliva), Caretta caretta (Linaeus, 1758)
(tartaruga-cabecuda) e Chelonia mydas (Linaeus, 1758) (aruana ou tartaruga-verde).
Todas as cinco espécies de ocorréncia em territorio brasileiro sdo categorizadas pela
International Union for Conservation of Nature — IUCN como “ameacgado” dentro da
divisdo geral de classificacao (BINDACO, 2020).

Estes répteis, principalmente no momento da postura, tornam-se muito
vulneraveis, sendo historicamente cagados ha centenas de anos por sua carne, 6leo,
carapaca, pele e ovos. A captura exacerbada e predatéria resultou no colapso e
extingdo de varias coldnias, principalmente nas continentais (MARQUEZ, 1990). Com
0 avanco da conscientizacao e trabalhos de conservacao, a caga as tartarugas, em
um cenario mundial, reduziu drasticamente nos ultimos séculos, movimento também
observado a nivel nacional, este alavancado principalmente por acées do Projeto
Tartaruga Marinha - TAMAR.

Atualmente, consoante discutido durante a introducdo, as ameacas as
populagbes de tartarugas marinhas mudaram, porém continuam potencialmente
danosas, e apesar das agdes antropicas diretas serem responsaveis por alto indice
de mortalidade de tartarugas (GAGLIARDI; LOPES; SERAFINI, 2018), outras causas,
muitas vezes relacionadas indiretamente com as acgdes antrdpicas, como doencas
virais, parasitarias e bacterianas, também representam importantes causas de mortes
de tartarugas marinhas (DOMICIANO et al., 2017; GLAZEBROOK; CAMPBELL,
1990).
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2.1.Tartaruga verde (Chelonia mydas)

A tartaruga verde ou tartaruga aruana (Chelonia mydas) € uma espécie de
tartaruga marinha, pertencente a ordem Testudinata e a familia Cheloniidae com
ampla distribuicao pelo globo, sendo encontrada principalmente entre 40°N e 40°S de
latitude, concentrando-se nas regides tropicais e subtropicais dos oceanos Atlantico,
Pacifico e indico. Sua presenca ocorre em zonas costeiras de mais de 140 paises e
nidificam em mais de 80 destes (HIRTH, 1997).

Esta espécie ocupa varias areas importantes de alimentacdo na Nicaragua
(CARR; CARR; MEYLAN, 1978), Flérida (SCHMID, 1998), Porto Rico (COLLAZO;
BOULON; TALLEVAST, 1992), Havai (BALAZS et al., 1993), Texas (SHAVER, 1994)
e outras areas de reproducdo como a llha de Ascensao, no Atlantico (MORTIMER,;
CARR, 1987 apud HIRTH, 1997), Tortuguero, Costa Rica (OGREN, 1989 apud
HIRTH, 1997) Indonésia (GROOMBRIDGE; LUXMOORE, 1989 apud HIRTH, 1997) e
llha de Galapagos (GREEN, 1993 apud HIRTH, 1997).

No Brasil, exemplares adultos e juvenis podem ser encontrados ao longo de
toda costa (BAPTISTOTTE, 2007), representando a espécie de tartaruga marinha
mais encontrada no pais. Todavia, apesar de utilizar toda a costa brasileira para
alimentacdo, apenas alguns pontos sao utilizados para desova, sendo estes
principalmente insulares.

As tartarugas verdes possuem ciclo de vida complexo, € apesar de serem
marinhas, sdo dependentes do ambiente terrestre (praia) para sua reproducao, a qual,
como na maior parte dos répteis, apresentam variacoes reprodutivas sazonais, sendo
tal padréo estabelecido por horménios esteroides (OWENS, 1997; HAMANN et al.,
2002). No Brasil, o periodo compreende os meses mais quentes do ano, com pico de
desova ocorrendo nos meses de janeiro e fevereiro. Estudos de DNA mitocondrial de
tartarugas marinhas comprovaram a, até entdo, hipbétese de que as fémeas
retornavam para a mesma regido onde nasceram para nidificar (BOWEN et al., 1992;
FITZSIMMONS et al., 1997), o que reforga a importancia da conservacao de todos os
locais de desova, visto que uma vez extinta uma populacdo em uma determinada
regiao, dificilmente esta area sera repovoada naturalmente novamente.

No Brasil, as maiores coldnias reprodutivas de tartaruga verde sdo encontradas
nas ilhas oceanicas de Trindade-ES (MOREIRA et al., 1995; MOREIRA, 2003),
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seguida pelo Atol das Rocas-RN e Arquipélago de Fernando de Noronha-PE
(BELLINI; SANCHES, 1996). Existem em menores numeros areas continentais de
desova de tartaruga verde, as quais podem ser encontradas em alguns pontos no
litoral dos estados do Rio Grande do Norte, Bahia, Sergipe e Espirito Santo
(MARCOVALDI; LAURENT, 1996; MARCOVALDI; MARCOVALDI, 1999).

As tartarugas-verdes, a semelhancga de outras tartarugas-marinhas, durante a
fase reprodutiva migram das zonas de alimentacéo para as areas de nidificacdo. A
reproducao nao é anual, podendo ocorrer intervalos entre dois e trés anos (MILLER,
1997). Durante a temporada de reproducao, uma fémea pode realizar varias posturas
espacadas, com aproximadamente duas semanas entre elas, periodo conhecido
como internidal (PRANGE; JACKSON, 1976; MILLER, 1997).

Alguns autores apontam que o intervalo entre as posturas é estratégico do
ponto de vista reprodutivo, uma vez que os ovos sao depositados em ninhos distintos
em tempos diferentes, reduzindo as chances de predacao e/ou qualquer outra
intercorréncia que poderia comprometer toda a temporada reprodutiva, além do fato
de ser fisiologicamente inviavel para a fémea carregar em seu oviduto todos os ovos
de uma temporada ao mesmo tempo, bem como fazer um ninho grande o suficiente
que comportasse todos eles (CARR; HIRTH, 1960). A cada postura uma fémea de
tartaruga verde deposita em média 100 a 125 ovos (BINDACO, 2020).

A coépula ocorre geralmente em areas proximas a costa onde sucedera a
postura (MUSICK; LIMPUS, 1997). Outros autores defendem que o acasalamento
acorra em alto mar, quando entdo a fémea se deslocara para a praia do seu
nascimento para a ovoposicao (BINDACO, 2020). Entre as posturas as fémeas
tornam-se residentes préximas as praias de desova, permanecendo na regido até o
fim da sua temporada reprodutiva (MORTIMER; PORTIER, 1989).

A desova, bem como o nascimento dos filhotes, ocorre geralmente no periodo
noturno, buscando-se o anonimato e a protecao pela auséncia da luz solar, a fim de
se mitigar predacao, além de se evitar uma possivel queimadura pela incidéncia direta
de raios solares e desidratacao, tanto da fémea, durante a desova, quanto dos filhotes,
durante o nascimento. Uma vez depositados os ovos, estes sdo incubados
naturalmente pela temperatura ambiente, por aproximadamente 50 a 60 dias. A
temperatura de incubacédo possui influéncia direta para a eclosdo, bem como é

decisiva para a determinacao do sexo dos filhotes. Uma temperatura que gera 50%
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de eclosao de fémeas e 50% de eclosdo de machos € denominada de temperatura
pivotal, que para Chelonia mydas é em torno dos 29°C. Acima dessa temperatura,
maior sera a porcentagem de fémeas e abaixo desta, maior sera a porcentagem de
machos, podendo chegar a 100% de nascimentos de um Unico sexo, isso em
temperaturas proximas a 33°C e 24°C, respectivamente (MROSOVSKY, 1994;
WIBBELS, 2003).

A duragéao da incubagéo e o sucesso de eclosao podem variar de acordo com
caracteristicas das fémeas e com caracteristicas das praias de nidificagdo (MILLER,
1997), sendo que geralmente a porcentagem de eclosado para tartaruga verde € de
75% a 90% (CAMILLO et al., 2009). O sucesso de eclosdo pode ser afetado por
inumeros fatores, inclusive antropicos, tais como: compactacdo dos ninhos por
pisoteio intenso, transito de veiculos, presenca de substancias toxicas na areia, dentre
outros. Fatores antropicos podem reduzir significativamente a taxa de nascimentos
(LUTCAVAGE et al., 1997).

Condigbes adequadas de temperatura, umidade, salinidade e trocas gasosas,
sdo imperativas para o sucesso na incubacdo dos ovos e geragdo de filhotes
saudaveis ao nascimento (SANTOS et al., 2011a). Em locais onde o ninho esteja sob
ameaca, antrépica ou nao antropica, estratégias de conservacao, como transferéncia
dos ovos para cercados de incubagao ou locais mais seguros na propria praia, sdo
por vezes utilizadas, porém estas devem ocorrer tdo somente quando a permanéncia
do ninho in sito seja inviavel, uma vez que a manipulagcao dos ovos por si s6 diminui
sua taxa de eclosao (ACKERMAN, 1997).

Apdbs o nascimento, os filhotes (pesando em média 25g) vao em direcdo ao
mar. A fase de filhote € a mais curta, sendo compreendida do nascimento até
aproximadamente uma semana de vida. A partir de entdo, sao classificados como
juvenis, periodo que se estende até que o0s animais apresentem comprimento
curvilineo de carapaca (CCC) de 40 cm. A maturidade sexual em individuos de vida
livre geralmente é mais tardia, quando comparada com animais de cativeiro,
ocorrendo entre 26 e 46 anos, periodo em que 0s animais alcancam a vida adulta e
possuem um CCC em torno de 70 a 100 cm (HIRTH, 1997; SANTOS et al., 2011b). E
ainda relatada uma fase em que os animais séo classificados como subadulto, periodo

no qual ainda ndo houve a maturidade sexual, porém, os animais possuem um CCC
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maior que 40 cm, ndo se enquadrando, portanto, nos parametros para classificagéo
de juvenis (BINDACO, 2020).

Durante as diversas fases compreendidas dentro do ciclo biolégico das
tartarugas verdes, diferentes areas sdo ocupadas. Carr (1987) observou que os
filhotes ao entrarem no mar, podem inicialmente nadar por véarias horas até
alcancarem correntes maritimas que os levam para regides em alto mar, associando-
se a aglomerados flutuantes de algas, principalmente do género Sargassum, podendo
permanecer ali por longos periodos. Essa associagao proporciona protecao € menor
risco de predacao, além de auxiliar em seu transporte passivo pelo oceano até
desenvolverem a capacidade plena para a natacao (MUSICK; LIMPUS, 1997).

Ao longo da fase juvenil, a alimentagdo das tartarugas verdes €& pouco
conhecida. Alguns estudos revelaram que durante a fase oceanica (pelagico), estes
animais possuem um habito onivoro com tendéncia a carnivoro, pela grande
participacao de itens animais na sua dieta, a qual € composta por aguas-vivas, salpas
e outros invertebrados (WITHERINGTON; HIRAMA; HARDY, 2012). Apds a fase
oceénica, quando estes animais vao para a zona neritica, com aproximadamente 30
a 40 cm de CCC (BRILL et al., 1995), as tartarugas verdes passam a ter um habito
alimentar predominantemente herbivoro, composta principalmente por gramineas e
algas marinhas, habito que € Unico entre as tartarugas marinhas (BJORNDAL, 1997)
e que permanece durante o restante de suas vidas.

A tartaruga verde € um animal tipicamente nectonico e na maior parte da vida
solitario, podendo ocasionalmente, em areas de alimentacao, formar agregados com
animais provenientes de origens diversas (MARQUEZ, 1990). A forma como os
animais interagem entre si e com seu habitat € influenciada pela ecologia alimentar.

Entender como se da essa relacdo é imperativo para a conservagdo dos
animais, visto que a alimentacao € um dos pilares para a sobrevivéncia, crescimento
e reproducao de uma espécie (BJORNDAL, 1985; BRILL et al., 1995). Portanto, a
ecologia alimentar de uma espécie pode e certamente vai variar ao longo de sua
distribuicdo. Tal fato ocorre por varios fatores, entre eles destaca-se a abundancia,
distribuicdo e qualidade dos alimentos, bem como a temperatura da agua,
sazonalidade, estagio fisiolégico, preferéncias individuais, entre outros (CARR, 1987;
RICKLEFS, 1987; WHELAN; SCHMIDT, 2007).
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As espécies de tartarugas marinhas podem ser diferenciadas entre si
morfologicamente através da observacao das caracteristicas externas especificas de
cada espécie. Dentre elas, as usualmente utilizadas sao: tamanho, formato e nimero
de escudos laterais da carapaca, numero de placas localizadas na cabeca, coloragcédo
da pele e carapaca (WYNEKEN, 2001). A tartaruga verde é caracterizada por possuir
quatro pares de placas laterais de coloracdo marrom claro com estrias radiais
esverdeadas quando adultas, com tendéncia a coloragdo marrom quando jovens, € 0
plastrdo variando do branco ao branco/amarelado. A cabeca é pequena e com
presenca de um unico par de escamas pré-frontal (BAPTISTOTTE, 2007).

No Brasil, as tartarugas verdes adultas apresentam um CCC médio de 115,6
cm, podendo chegar a 144 cm de CCC (MOREIRA, 2003), com média de 134kg para
0os machos e 147kg para as fémeas (MENDONCA et al., 2007). Exemplares
encontrados no Atlantico e no Pacifico oriental podem atingir em torno de 230kg
(PRITCHARD; MORTIMER, 1999; BAPTISTOTTE, 2007).

A tartaruga verde é a espécie com maior populacao no territério brasileiro e
possui um ciclo de vida longo e complexo. O fato destes animais atingirem a
maturidade sexual tardiamente, quando comparada com as demais espécies de
tartarugas marinhas, faz com que se aumente a probabilidade de alguns individuos
morrerem antes de estarem aptos a reproducdo e consequentemente contribuirem
para a manutencéo da espécie (HEPPEL et al., 2003).

Tal razéo dificulta também a determinacéo do seu status de conservacdo em
tempo real, visto que uma das formas é a utilizacdo do numero de ninhos por
temporada reprodutiva, 0 que causa um grande lapso temporal entre as geracoes,
tornando o diagndstico tardio. Uma redugéo no numero de filhotes ou juvenis sé sera
percebida varios anos depois, quando estes ingressarem na fase reprodutiva e as
fémeas retornarem para a desova na praia de seu nascimento.

Diversos fatores contribuem para o declinio populacional destes animais na
costa brasileira. Como ja citado, um dos principais sé&o as a¢des antrépicas que geram
a perda de areas de desova e alimentacao, causam mortalidade (principalmente por
apetrechos de pesca ou por pesca direta), além do lancamento de residuos nao
biodegradaveis e poluentes aos oceanos (SANTOS, 2011). Somados a estes, se
encontram as ameacas de carater inflamatério e/ou infeccioso causados por agentes
virais, bacterianos, fungicos e parasitarios (BAPTISTOTTE, 2014; DOMICIANO et al.,
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2017). Dentre estas doencas, se destaca a fibropapilomatose, a qual, apesar de ja ter
sido diagnosticada em tartaruga-de-pente Eretmochelys imbricata (D'’AMATTO, A.F.
& MORAES-NETO, 2000), tartaruga-oliva Lepidochelys olivacea (AGUIRRE et al.,
1999), tartaruga-cabecuda, Caretta caretta (HERBST, 1994a), tartaruga-gigante
Dermochelys coriacea (HUERTA et al., 2002), tartaruga-marinha-australiana Natator
depressus (LIMPUS; MILLER, 1994), tartaruga-de-Kemp Lepidochelys kempi
(HARSHBARGER, 1991), representa uma importante ameaca principalmente a
populagao de tartarugas verdes (WORK; BALAZS, 1999). Esta ameaca se torna ainda
maior visto que tem um alcance global, acometendo tartarugas marinhas em varias
partes do mundo (HERBST, 1994a).

2.2.Fibropapilomatose
2.2.1. Historia

A doenca foi primeiramente relatada no ano de 1938 no aquario de Nova York,
em um exemplar de tartaruga verde (Chelonia mydas) oriundo de Key West, Flérida -
EUA, dois anos antes da manifestacao dos tumores, sendo, na ocasiao, caracterizado
como um crescimento fibroepitelial (SMITH; COATES, 1938).

No mesmo ano, foram relatadas outras duas ocorréncias de fibropapilomatose
no estado da Flérida — EUA, Smith e Coates (1938), em trés individuos de um total de
200 em um estudo com animais de vida livre. Lucké (1938, apud HERBST, 1994a)
descreveu tumores similares em uma tartaruga verde capturada ao largo de Cape
Sable — EUA.

Em 1948, houve os primeiros registros de fibromas viscerais associados a
fibropapilomatose, identificados nos pulmdes de tartarugas verdes
(SCHLUMBERGER,; LUCKE, 1948). No ano de 1958, a fibropapilomatose foi
identificada na Malasia em fémeas durante a desova (HENDRICKSON, 1958) e
ocorreu o primeiro relato no Havai (BALAZS; POOLEY, 1991).

O primeiro caso confirmado de fibropapiloma no Hawai ocorreu no ano de 1958
por (HERBST, 1994a). Desde este primeiro relato, houve um aumento crescente na
prevaléncia, alcangando quantitativo superiores a 80% (BALAZS; POOLEY, 1991).
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No ano de 1980 houve um surto de fibropapilomatose em um grupo de fémeas
que compunham o plantel da fazenda de tartarugas Cayman, Ltd, Grand Cayman
(JACOBSON et al., 1989). A partir de 1986 a notificacdo de fibropapilomatose se
tornou constante na costa leste da Florida. De acordo com Foley et al. (2005)
ocorréncias de fibropapilomatose na costa oriental dos Estados Unidos em tartarugas
encalhadas passou de aproximadamente 10% para 30% entre o inicio dos anos 1980
ao final de 1990.

Até entdo, a fibropapilomatose sé havia sido diagnosticada em tartarugas
verdes, ocorrendo preponderantemente em juvenis a partir de 45 cm de CCC e em
adultas; foi quando Work & Balazs (1999) aduziram comentarios de outros
pesquisadores sobre a ocorréncia de FP em Lepidochelys olivacea no pacifico leste.

No Brasil, o primeiro registro de fibropapilomatose foi observado em 1986 no
estado do Espirito Santo e desde entdo, as ocorréncias tém sido frequentemente
registradas (BAPTISTOTTE et al., 2001). Por ser a doenca que acomete tartarugas
marinhas com maior relevancia, a partir do ano de 2000 foi inserido no banco de dados
nacional do Projeto TAMAR um campo especifico para relatar a presenga ou nao de
tumores, a fim de auxiliar na monitoracao e informacgéao do estado e da ocorréncia da
doenca no Brasil (BAPTISTOTTE, 2007).

2.2.2. Epidemiologia

A “green turtle fibropapillomatis” (GTFP) ou somente fibropapilomatose (FP) é
uma neoplasia crénica debilitante, sendo considerada a mais expressiva neoplasia em
répteis (HERBST, 1994b). Apresenta ocorréncia global e ameacga as populagdes de
tartarugas marinhas com maior ocorréncia em regiées com alto grau de antropizagéao,
areas costeiras mais insalubres, e de baixo hidrodinamismo. Apesar desta recorrente
associacao entre a ocorréncia da doencga e as caracteristicas antrépicas do meio,
estas relagdes ainda sdo pouco compreendidas (SANTOS et al., 2015).

Os fatores predisponentes da fibropapilomatose ainda ndo foram totalmente
elucidados, porém, existem varias hipéteses. Alguns autores buscaram correlacionar
a fibropapilomatose com a poluigdo, porém, ndo encontraram associagoes diretas
entre esta e a ocorréncia de fibropapilomatose. Keller et al., (2014) excluiram a
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possibilidade de relacao entre pesticidas e outros poluentes organicos como causas
para desenvolvimento da doencga.

Santos et al. (2015) em um estudo comparando niveis de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs), formados a partir de fontes de Odleos naturais e
principalmente derivados da extracdo de petréleo, em tartarugas verdes oriundas de
diferentes areas com distintas classificacbes de conservacao, ndo observaram um
aumento crescente, como previamente hipotetizado pelo autores, nos valores de
HAPs das tartarugas em ambientes com baixo impacto antropico quando comparado
com 0s animais que viviam em ambiente como alto impacto. Porém, os autores
demonstraram que 100% das tartarugas que apresentavam fibropapilomatose
apresentaram niveis detectaveis de HAP, com resultados mais elevados nos animais
mais afetados e debilitados (SANTOS et al, 2015), possivelmente pelo
comprometimento organico destes animais, uma vez que os HAPs sdo compostos
metabolizados e excretados facilmente pelo sistema hepatico e renal em animais
saudaveis (GRAY, 2002).

Nos anos 90 surgiram importantes informacées para o entendimento da
etiologia da fibropapilomatose. Nesta década, a participacdo de um virus, que até
entao era apenas uma suposicao, foi elucidada e se conseguiu promover a infecgao
experimental em Chelonia mydas através da injecdo de um extrato oriundo de
tumores. Foi quando a entdo suspeita de se tratar de uma doencga infecciosa com a
participacdo de um novo herpesvirus foi confirmada (HERBST et al., 1995a, 1999;
HERBST; KLEIN, 1995).

Os estudos sobre transmissao da FP continuaram, e, em 1995, Herbst et al.,
conseguiram a inducao da fibropapilomatose através da inoculacao por escarificacao
ou injecdo de um filtrado subcelular de extrato de tumor em tartarugas juvenis criadas
desde neonatas em cativeiro. Com isso, foi demonstrado que a fibropapilomatose era
causada por um agente infeccioso sub-celular e que o agente etiolégico era
possivelmente um “herpesvirus-like”, identificado por microscopia eletrénica (HERBST
et al., 1995b).

Com a evolucao e difusdo de técnicas moleculares foi possivel detectar por
PCR que se tratava de um novo membro da familia Orthoherpesviridae — Scutavirus
chelonidalfa5, anteriormente classificado como Chelonid herpesvirus 5 (ChHV5), que
pertencia a entdo familia herpesviridae (ICTV, 2022), cuja sequéncia de DNA variava
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entre diferentes regides e entre espécies de tartarugas acometidas (QUACKENBUSH
et al., 1998). A utilizacdo da reacao de polimerase em cadeia em tecido neoplasico,
sangue, secrecao ocular e saliva de animais doentes tém reforcado a associagao
entre a fibropapilomatose e a infec¢ao por herpesvirus (MATUSHIMA, 2003; ENE et
al., 2005; GREENBLATT et al., 2005).

Foi também através da utilizagdo da PCR que o DNA viral foi encontrado nos
tumores e em diversos tecidos de tartarugas com fibropapilomatose, ndo sendo
detectados em tartarugas sadias (LU et al., 2000).

Trabalhos sobre a etiologia continuaram sendo realizados, e os achados sobre
a relacdo da FP com herpesvirus foram reincidentes, evidenciando uma forte
correlacdo de achados de DNA herpesviral em tumores e em tecidos de tartarugas
acometidas. Porém, as tentativas de cultivar o virus, mesmo em células de tartarugas,
nao obtiveram sucesso (KLEIN et al., 1998; LACKOVICH et al., 1999) e com isso, 0
cumprimento do postulado de Koch permanece incompleto, apesar das varias
evidéncias (SANTOS et al., 2015).

A partir de andlises moleculares do herpesvirus associado a fibropapilomatose
de tartarugas da Flérida, foram encontradas 5 variantes, sendo 3 bem semelhantes
(FL-A, FL- B, FL-C), uma com 5,6 % de divergéncia (FL-D) em C. caretta da Florida e
outra variante do Havai (HA) com 2,2 % de divergéncia das FL-A, B e C. A variante
FL-A foi encontrada em C. mydas e C. careta e a variante C em C. careta e L. kempii,
demonstrando haver uma troca de variantes entre espécies simpétricas.
Posteriormente foram detectadas 6 (seis) variantes virais no Brasil pertencentes ao
grupo Atlantico (Porto Rico, Golfo da Guiné), Atlantico oeste e Caribe leste
(RODENBUSCH et al., 2012). A ocorréncia destas variantes combina com a dos
haplétipos de DNA mitocondrial e nuclear de Chelonia mydas juvenis encontrados no
Brasil (SANTOS et al., 2015).

Sob a hipétese de que os herpesvirus co-evoluem com seus hospedeiros, 0os
autores estimaram que as variantes virais se formaram entre 1,6 a 4 milhdes de anos,
concluindo portanto que a FP n&o surgiu devido a uma mutacao recente no virus, pois
seria muito improvavel que ocorresse em todas as variantes ao mesmo tempo
(SANTOS et al., 2015).

Apesar dos recorrentes trabalhos que apontam o herpesvirus como agente
causal da fibropapilomatose, isto somente ndo explicaria as caracteristicas ecoldgicas
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ja conhecidas da doenca, como por exemplo, afetar principalmente juvenis, ocorrer
em areas costeiras mais poluidas e a grande variacdo na prevaléncia em areas
geograficas préximas (HERBST, 1994b), além da possibilidade de regressao
observada em alguns animais (BENNETT; KEUPER-BENNETT; BALAZS, 1999).

Estas caracteristicas epidemiolégicas somadas as evidéncias filogenéticas
citadas anteriormente, como a preexisténcia do virus antes do inicio do surto, apontam
para o fato de a presenca viral ser determinante, porém, ndo exclusiva para o
surgimento da fibropapilomatose. Adicionalmente ao virus, verifica-se a possibilidade
dos fatores ambientais contribuirem para o surgimento da doenca e para sua evolucao
rapida e pandémica (SANTOS et al., 2015).

Apesar da descoberta do envolvimento viral no desenvolvimento da doenca
ainda se carece de estudos sobre a forma de disseminacdo no ambiente natural
(WORK et al., 2015). Nos primordios dos estudos de como se dava a disseminagao
da fibropapilomatose, surgiu uma hipétese que propds a participacdo de algum
hospedeiro intermediario ou vetor mecéanico. O peixe limpador Talassoma duperrey
foi apontado como potencial vetor mecanico do virus e as sanguessugas do género
Ozobranchus spp. poderiam atuar como hospedeiras intermediarias, porém fazer esse
tipo de associacao apenas por isolar o virus no organismo candidato pode nao ser
adequado, pois o isolamento nao implica necessariamente na transmissao, além do
fato das sanguessugas deste género completarem seus ciclos biolégicos em um Unico
hospedeiro, mitigando suas possibilidades de atuarem como importantes
disseminadores do virus apontado como causador da fibropapilomatose (SANTOS et
al., 2015).

A transmisséo vertical ainda carece de estudos com numeros amostrais mais
robustos, porém, em um estudo realizado verificou-se que havia uma fémea
acometida por fibropapilomatose, contudo os filhotes foram negativos (ALFARO-
NUNEZ et al., 2014). H& ainda a possibilidade da ocorréncia de transmissao direta
via dgua, visto que o virus pode permanecer viavel por até 5 dias na agua, a depender
das condi¢cbes ambientais (CURRY et al., 2000).

Muito embora néo seja o gatilho principal para a ocorréncia da doenga, fatores
ambientais tais como a poluigdo, podem contribuir para o seu desenvolvimento e sao
condicionantes para o grau de acometimento dos animais, visto que tumores parecem

manifestar-se mais frequentemente em ambientes de condi¢des estressantes, assim
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como regides com baixa qualidade de agua e na presenca de contaminantes e toxinas
(FORMIA et al., 2007; GUIMARAES et al., 2013).

A partir da identificagdo do ChHVS5, os fatores ambientais passaram a ser
considerados como indutores ou moduladores da infecgdo e de sua manifestacéo e
nao mais como agentes causais (SANTOS et al., 2015), podendo estes favorecer o
virus (VAN HOUTAN et al., 2014) ou prejudicar o hospedeiro através do
comprometimento da imunidade (WORK et al., 2001).

Mesmo existindo uma evidéncia convincente de uma etiologia viral, outros
fatores como parasitos, suscetibilidade genética, carcinbgenos quimicos,
contaminantes ambientais, biotoxinas, imunossupressdo e luz ultravioleta podem
desempenhar um importante papel adicional na etiologia da fibropapilomatose, bem
como na sua severidade de apresentacdo (AGUIRRE et al., 1998; SANTOS et al.,
2015).

Com a confirmagao da associacao da fibropapilomatose com um agente viral,
a busca para a caracterizagao do virus envolvido se intensificou. Atualmente o virus é
classificado como pertencente da familia Orthoherpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Scutavirus e espécie Scutavirus chelonidalphab
anteriormente denominado de Chelonid herpes virus 5 (ChHVS5) (ICTV, 2022).

2.2.3. Caracterizacao macro e microscopica

Existem grandes variacbes quanto ao numero, tamanho e area corpérea
acometida pelos fibropapilomas, variando consideravelmente de um animal para
outro, bem como de diferentes regides geograficas, possivelmente influenciadas pela
variante viral envolvida (HERBST et al., 2004; ROSSI et al., 2016).

Sua apresentacao ocorre por massas tumorais simples ou multiplas que variam
entre 0,1 e 30 cm de didmetro, de aspecto verrucoso ou liso, sésseis ou pedunculados,
com coloracao variando de esbranquicada a enegrecida, sendo geralmente cruentos
quando traumatizados (THOMSON, 1983; PETERSON; COUTO, 1998). Os nédulos
normalmente se localizam nas nadadeiras, pescoco, cabeca, tecido periocular,
cavidade bucal, regiao inguinal e pericloacal (HERBST, 1994a; MATUSHIMA, 2003).

Os animais com grandes quantidades de tumores cutaneos tendem a

desenvolver formas viscerais associadas as apresentacdes neoplasicas cutaneas
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(SCHUMACHER,1996). Esses tumores sao caracterizados como fibromas,
fibrosarcomas de baixo grau de malignidade e mixofibromas (NORTON; JACOBSON;
SUNDBERG, 1990; WORK et al., 1998).

Microscopicamente a fibropapilomatose é caracterizada histologicamente por
uma proliferagdo estromal hiperplasica e proliferacdo epidermal. As células epiteliais
apresentam severo pleomorfismo nuclear, presenca de vacuolizacao citoplasmatica,
degeneracgao das células da epiderme e proliferagédo de fibroblastos ( SCHUMACHER,
1996; MATUSHIMA, 2003).

De acordo com Schumacher (1996), a presenca de inclusdes intracelulares
eosinofilicas em células epidermais € um achado bastante frequente, tanto na
microscopia optica quanto na eletronica. Brito et al., (2014) relataram a ocorréncia de
metaplasia epitelial, com proliferagdo de tecido conectivo denso, além de processo
inflamatério purulento associado a fibropapilomas multiplos (BRITO et al., 2014;
KNOBL; REICHE; MENAOQ, 2011).

2.2.4. Correlacao imunolégica e hematoldgica

O aumento da severidade da doencga esta associado com a deterioracdo das
condigdes fisioldgicas. O animal ndo necessita estar imunocomprometido para adquirir
a FP, mas uma vez doentes, tornam-se mais susceptiveis a outras doencas (WORK;
BALAZS, 1999; WORK et al., 2001), ocasionando uma resposta de fase aguda e um
quadro de estresse crbnico com consequente inducdo da elevacdo dos niveis
plasmaticos de cortisol levando a uma imunossupressao (AGUIRRE et al., 1998). Cray
et al., (2001) concluiram que a fibropapilomatose possui efeito na imunidade, visto que
as tartarugas acometidas tinham diminuigéo da resposta linfocitaria a mitdbgenos.

Na investigacao clinica de répteis, amostras sanguineas podem ser facilmente
obtidas e sédo de grande valor diagnéstico. Entretanto, a patologia clinica € uma area
da medicina herpetolédgica que ainda necessita de varios estudos (FONSECA, 2014).
Segundo um trabalho realizado por Santos (2005), ndo existem diferencas
significativas entre os valores bioquimicos e de hematocrito de tartarugas verdes
juvenis selvagens submetidas ao estresse em decorréncia da fibropapilomatose.
Entretanto, em um estudo no qual se investigou a relagao da fibropapilomatose e dos

parametros hematoldgicos de tartarugas verdes demonstrou-se que 0s animais mais
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acometidos apresentavam valores maiores para leucdcitos totais, por heterofilia e
monocitose, e reducdo dos demais parametros hematolégicos (WORK; BALAZS,
1999). Tais diferencas podem ser decorrentes de varios fatores, inclusive do grau de
acometimento pela fibropapilomatose nestes animais.

A hematimetria de animais severamente acometidos pela doenca revela um
processo de anemia nao regenerativa com diminui¢gdo progressiva da contagem de
linfécitos, basdéfilos e eosindfilos; e aumento progressivo de heteréfilos e mondcitos
(CRAY et al., 2001; MATUSHIMA, 2003), o que ja havia sido apontado por Aguirre et
al. (1995) que, ao analisarem um grupo de tartarugas verdes com e sem
fibropapilomatose, obtiveram maior contagem de heterofilos e maior relagéo
heterofilo:linfécito no grupo com fibropapilomatose.

O cortisol, quando elevado por situagdes de estresse, induz a um incremento
de leve a moderado no numero de heterdéfilos circulantes, situacdo denominada de
heterofilia. Esta se da por duas formas principais, quais sejam, aumento na
producéo/liberacdo de heterofilos da medula 6ssea, e perda de estimulo para a
aderéncia e diapedese destes heterofilos da circulagao para o sitio de agédo (THRALL
et al., 2012).

A diminuicdo dos linfocitos circulantes (linfopenia) ocorre principalmente por
linfélise das células T sensiveis aos corticosterdides e por marginacao ou sequestro
dos linfocitos em locais extravasculares. A eosinopenia ocorre por diminuigdo na sua
liberacdo pela medula 6ssea em funcéo da interferéncia da acdo quimiotaxica da
histamina nos eosindéfilos. Especula-se que a reducao dos valores de baséfilo ocorra
pela mesma causa da eosinopenia, porém a interpretacdo do achado de diminuicao
nos valores globais de basofilo é de dificil interpretacdo e de pouca valia, visto que os
valores fisiologicos basais destas células sdo muito baixos (0,0 - 45,3 células/uL)
(SANTOS et al., 2009). O mecanismo da monocitose permanece desconhecido (JAIN,
1993).

Em casos avancados da doenca, os exames laboratoriais costumam apontar
baixos niveis séricos de ferro, hipoproteinemia, hipoalbuminemia, azotemia, elevagao
de enzimas hepaticas, acidose e desequilibrio na relacdo de calcio e fosforo
(AGUIRRE et al.,, 1998; MATUSHIMA, 2003). Pode ocorrer imunossupressao,
acompanhada de infec¢cbes bacterianas secundérias e reducdo dos niveis de
colesterol e triglicérides (WORK et al., 2003).
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Santos, (2005) buscava em seu trabalho achar uma assinatura bioquimica que
pudesse caracterizar a fibropapilomatose, ajudando em seu diagndstico e progndstico,
porém chegou a conclusao de que os parametros bioquimicos apenas indicavam um
estado de condicdo geral do animal e ndo uma caracteristica especifica da
fibropapilomatose.

2.3.Resposta de fase aguda

A resposta de fase aguda (RFA) € uma reacao inflamatéria sistémica que esta
compreendida dentro do sistema imune inato, caracterizada por ser inespecifica e
generalista, presente nos humanos e animais como resposta frente a mudangas em
sua homeostase (CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005a).

A imunidade inata € composta por uma série de mecanismos rapidos de
defesas celulares e bioquimicos mesmo antes da consolidacdo do processo
inflamatorio e/ou infeccioso. Os principais componentes da imunidade inata sédo: (1)
barreiras fisicas e quimicas, tais como epitélio e agentes antimicrobianos produzidos
nas superficies epiteliais; (2) células fagociticas (neutréfilos, macréfagos), células
dendriticas, células “natural killer” (NK) e outras células linfoides; e (3) proteinas
sanguineas, incluindo membros do sistema complemento e outros mediadores da
inflamacgéao (ABBAS et al., 2015).

A RFA pode ser considerada um dos marcadores mais precoces para o
diagnéstico, acompanhamento e progndéstico dos processos patolégicos ou doencgas
(CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005a). A RFA é caracterizada por
alteracbes rapidas do organismo mediadas por polipeptideos. Esta resposta é
produzida como consequéncia do reconhecimento de estimulos nocivos de diversas
origens conhecidos como Padrées Moleculares Associados a Danos (DAMPs) e
Padrées Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs) (SCHRODL et al., 2016).

Em resposta a estes estimulos, citocinas pré inflamatérias como a interleucina
1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) séo liberadas pelos
macréfagos e mondcitos que estao presentes no local de inflamacao. As citocinas
ligam-se a receptores em células alvo e produzem reacoes sistémicas que envolvem
diversos mecanismos, produzindo sinais clinicos, alteragbes laboratoriais e

fisiolégicas tais como febre, leucocitose, variacdes hormonais, ativacdo do
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complemento e modificacdes na concentracao das proteinas plasmaticas (GRUYS et
al., 2005; ECKERSALL, 2008; CRAY; ZAIAS; ALTMAN, 2009). Alguns destes
importantes marcadores, que ainda sao validos na medicina moderna atualmente, ja
eram utilizados ou avaliados em pacientes doentes ha muito tempo pela humanidade.

Outros importantes biomarcadores como as proteinas séricas foram
subutilizadas, principalmente por serem categorizadas historicamente em dois
grandes grupos, a saber, albumina e as globulinas. Tal divisdo atrasou e limitou sua
utilizacdo como biomarcador de lesao, processo patolégico e/ou doenga. Fato que
perdurou até aproximadamente os anos 1930, com a identificacdo da Proteina C
reativa e do reconhecimento de seu importante valor na medicina humana,

principalmente na medicina cardiovascular.

2.3.1. Proteinas de fase aguda

As proteinas de fase aguda (PFAs) s&o biomarcadores precoces e sensiveis
de processos inflamatorios, alterando, geralmente, suas concentragées séricas antes
da visualizacao de um quadro de leucocitose, por exemplo (CALDIN et al., 2009).

Porém, sdo marcadores inespecificos de inflamacao (CRAY; BELGRAVE,
2014). (ECKERSALL; BELL, 2010), relatam que essas proteinas podem alterar suas
concentragcdes em mais de 25% em resposta a estimulacdo de citocinas pro-
inflamatodrias em processos de doenga. Suas concentracdes séricas sao proporcionais
a severidade e ao dano dos tecidos afetados (MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA,
2004), bem como estado relacionadas com a espécie animal envolvida. Todos os
animais possuem PFAs, entretanto com importancias diferentes nas expressées
destas para diferentes tipos de lesdes ou estimulos (ECKERSALL; BELL, 2010).

Tal resposta ocorre basicamente com o objetivo de evitar disturbios
imunoldgicos, crescimentos neoplasicos, crescimento bacteriano, viral e/ou
parasitario, reestabelecer a homeostase e manter o estado de saude do individuo
frente a lesGes de diferentes origens. Apesar do nome, suas aplicagdes ndo se limitam
a processos agudos. Em casos de estimulacao persistente, infecgdo ou inflamacdes
cronicas, concentracdes de PFAs permanecem alteradas quando comparadas aos
animais saudaveis (GRUYS et al., 2005).
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As PFAs sao sintetizadas em sua maioria pelos hepatdcitos e estimuladas por
citocinas proé-inflamatérias, estas preponderantemente produzidas por macréfagos,
tais como IL-1, IL-6 e o TNF-a (MURATA; SHIMADA; YOSHIOKA, 2004; CERON;
ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005). Outros sitios de producao relatados de
PFAs incluem os rins, intestino, coragao, pulmao, baco, tecido adiposo e demais
leucécitos (CERON; ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005a).

Quanto a sua classificagdo, as PFAs sdo divididas em positivas e negativas. As
PFAs positivas sdo aquelas que aumentam suas concentragdes sericas enquanto que
as PFAs negativas sdao aquelas que reduzem suas concentracdes séricas frente a
uma reacéo de fase aguda (GONZALEZ. et al., 2017).

Com a descoberta, a difusdo e popularizacdo da eletroforese, a
pormenorizagdo das proteinas e sua utilizagdo para diversos fins, inclusive para a
monitoracdo de processos inflamatérios, se fez possivel. De acordo com Gruys et al.,
(2005) para esse tipo de avaliagao é recomendado que varias PFAs sejam avaliadas

em conjunto, de preferéncia, comparando animais doentes com animais saudaveis.
2.4.Proteinas séricas Chelonia mydas
2.4.1. Proteina contendo o dominio Vitelogenina

A vitelogenina é uma proteina encontrada nos vertebrados oviparos, atuando
como transportadora de lipidios, sendo, fundamental para a formagao dos ovos. E
uma glicofosfoproteina ligada ao célcio, de alto peso molecular, caracterizada como
um dimero de 500 kDa, composto por dois mondmeros idénticos de 200 a 240 kDa
(SIFUENTES-ROMERO et al., 2006), sintetizada no figado pelos hepatocitos sob
estimulo de estrogenos produzidos pelos ovarios das fémeas (WALLACE, 1970).

Por estar ligada a reproducao e a formacao dos ovos, € uma proteina que
usualmente sé & encontrada no sangue de fémeas adultas no estado reprodutivo,
estando inativa nos machos e nos animais jovens (CRAIK, 1978; MOSCONI et al.,
2002; ZACCARONI et al., 2010).

Produtos quimicos naturais e antropogénicos, tais como herbicidas, inseticidas,
plastificantes ftalatos e estrogénio sintético, tém o potencial de interferir com as vias

hormonais normais afetando a reproducdo, o crescimento e a sobrevivéncia dos
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animais (SANCHEZ-SARMIENTO, 2013). Essas substancias sdo conhecidas como
desreguladores endécrinos ou disruptores enddcrinos. Um dos mais conhecidos e
estudados sao aqueles que imitam a ac&o dos estrégenos fisioldgicos, particularmente
17b-estradiol, sendo portanto, capaz de estimular a producdo de vitelogenina em
animais nos quais tal proteina ndo deveria ocorrer, como em machos e animais jovens
(SIFUENTES-ROMERQO et al., 2006).

2.4.2. Alfa-2-macroglobulina (a2M) e  Alfa-1-antiproteinase (a1-
antitripsina)

Bactérias, células fagociticas e do sistema imunolégico podem produzir
proteases, que sao enzimas capazes de clivar ligacdes peptidicas entre os
aminoacidos de uma proteina. Tal processo pode exacerbar a lesdao tecidual e
potencializar um processo inflamatério (ANDRADE et al., 2019).

Proteinas como a alfa-2-macroglobulina (a2M) e a alfa-antitripsina (a1-
antitripsina) s&o consideradas PFAs de resposta moderada, de alto peso molecular,
podendo apresentar diferentes subunidades ligadas por pontes dissulfeto, sendo
amplamente presentes no plasma de vertebrados e invertebrados (GOLLAS-GALVAN
et al., 2003; CHUANG et al., 2013), compondo uma importante frente da resposta
inespecifica, do sistema de defesa dos animais, atuando como antiproteases
(KANEKO et al., 2008).

A a2M é considerada um inibidor de endopeptidases ativas de todos os tipos
cataliticos. O mecanismo inibitério da a2M funciona através da formagdo de uma
gaiola tetramérica em torno de proteases ativas, fisicamente obstruindo a interacao
entre proteases e substratos (VANDOOREN; ITOH, 2021).

A al-antitripsina € o componente mais importante entre os “inibidores de
proteases”, razdo pela qual ha aumento em suas concentragcbes séricas nos
processos inflamatérios agudos. Em doencas hepaticas pode-se observar um
aumento de sua concentragéo, nos estagios iniciais da doenca e um decréscimo nas
fases terminais das hepatopatias, justamente por ser uma proteina de fase aguda
sintetizada pelos hepatécitos (NAOUM, 2010).
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2.4.3. Ceruloplasmina

A ceruloplasmina é uma glicoproteina pertencente ao grupo das alfa-2. Possui
relacdo intrinseca com o metabolismo cuprico, apresentando em sua estrutura seis
atomos de cobre (MONTASER et al., 1992), apesar de nao desempenhar fungdes de
transporte ou entrega de cobre aos tecidos (HELLMAN; GITLIN, 2002). Possui funcéao
enzimatica principal como ferroxidase, auxiliando na converséo/oxidagao de Fe2+ em
Fe3+ na membrana citoplasmatica das células (KANEKO et al., 2008).

E considerada uma PFA de resposta leve a moderada, aumentando suas
concentragées em processos que envolvem dano tecidual e inflamacdo (CERON et
al., 2005; SMITH; CIPRIANO, 1987).

2.4.4. Complemento C3

O sistema complemento é composto por varias proteinas que se
intercomunicam e se ativam em forma de cascata, que possuem variadas funcbes na
defesa inata e adquirida dos animais, tais quais opsonizar patégenos, recrutar células
de defesa como polimorfonucleares e macréfagos, além de atuarem em células
apoptéticas, na regulacdo do processo alérgico e inflamatério (LAMBRIS; SAHU,
2001).

Dentre todas as proteinas do sistema complemento, a mais abundante é a
fracao C3, correspondendo a aproximadamente 70%. Possui importante papel nas
trés vias de ativacao do sistema complemento (via classica, alternativa e da lectina),
além de ser considerada uma proteina de fase aguda positiva de menor intensidade
(KANEKO et al., 2008; LAMBRIS; SAHU, 2001).

2.4.5. Fator de despolarizacao da actina (FDA)/Cofilina

O fator de despolarizacado da actina (FDA) compde uma familia de proteina,
muitas vezes inserida em um grande grupo nomeado FDA/cofilinas (HOTULAINEN et
al., 2005). Sao pequenas proteinas de ligacdo a actina, encontradas em todos os
eucariotos, com baixa massa molecular, 19 a 21 kDa (BAMBURG; BRAY, 1987;
MUNEYUKI et al., 1985).
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O FDA promove uma dinamica de despolarizacao e separacao dos filamentos
de actina e esta acao é critica para varios processos vitais, tais como a citocinese e
motilidade celular (HOTULAINEN et al., 2005).

2.4.6. Ovotransferrina

E a segunda proteina mais abundante da clara do ovo de aves e répteis, atras
apenas da ovoalbumina. Sua massa molecular varia de acordo com a espécie, sendo,
de 82 kDa em tartarugas de pente e de 66 kDa tartarugas verdes (PRAJANBAN et al.,
2012). E uma glicoproteina de ligacdo ao ferro, que desempenha uma importante
funcdo de transferéncia de ions férricos do oviduto ao ovo, fundamental para a
garantia do desenvolvimento do embrido (CHAIPAYANG et al., 2013).

A ovotransferrina além da sua importancia no suporte nutricional ao embrido,
apresenta atividade antibacteriana (KOVACS-NOLAN et al., 2005). Estudos em aves
submetidas experimentalmente a processo inflamatério demonstrou o potencial da

ovotransferrina sérica de atuar como uma proteina de fase aguda (XIE et al., 2002).

2.4.7. Albumina

De todas as proteinas plasmaticas, a albumina é a de maior abundéancia, sendo
a PFA negativa de maior relevancia. E responsavel pela manutencdo da pressao
coloidosmética, manutencgéo do pH, além de atuar no transporte de hormdnios, acidos
graxos, colesterol, bilirrubina, medicamentos e varias outras substancias autéctones
e aléctones ao organismo em questdo (GONZALEZ et al., 2017; KANEKO et al.,
2008).

Apesar de ser uma PFA negativa, sua interpretacédo néo € trivial, na medida em
que muitas sdo as causas que desencadeia variacbes em sua concentracao,
sobretudo as relacionadas com sua reducao, tais como diminuicdo da sintese pelos
hepatécitos, diversas causas de perdas proteicas, quadros severos de desnutricao e
processos inflamatérios. Os quadros de hiperalbuminemia sdo mais raros e
geralmente sdo desencadeados por desidratacao (CERON et al., 2005; CRAY et al.,
2009; ECKERSALL, 2008).
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2.4.8. Diidroorotato desidrogenase (quinona)

Esta proteina mitocondrial € uma enzima responsavel por catalisar a conversao
de L-diidroorotato a orotato, quarta etapa enzimatica responsavel pela sintese das
pirimidinas (VICENTE, 2013). Segundo Carvalho (2008), o peso molecular da enzima
expressa em E. coli, obtido por SDS-PAGE 15%, foi de 37 kDa.

2.4.9. Imunoglobulina cadeia Kappa regiao C

Imunoglobulinas sdo glicoproteinas que atuam como reconhecedoras de
antigenos dos linfécitos B. Sdo compostas, estruturalmente, por duas cadeias pesada
(P) e duas cadeias leves (L), ligadas por pontes dissulfeto. A parte pesada (gama, mi,
alfa, épsilon e delta) versa sobre a classe da imunoglobulina (IgG, IgM, IgA, IgE e IgD),
enquanto que a parte leve da cadeia é representada por kappa (k) ou lambida (A)
(CHEN et al., 1993; KANEKO et al., 2008).

Cada cadeia leve kappa, polipeptidica, tem uma regido amino terminal (N-
terminal) variavel, contendo o sitio de ligacao ao antigeno e uma regiao carboxi-
terminal (C-terminal) de natureza constante, codificada por um gene da regido C
(JANEWAY et al., 2001).

2.4.10. Proteina serina/treonina quinase - SIK3

Proteinas quinase induzidas por sal (SIK) pertencem a uma subfamilia das
proteinas quinases ativadas por monofosfato de adenosina (AMPK). Foram assim
nomeadas pois a primeira proteina identificada, integrante da subfamilia, era regulada
pela ingestdo de sal na dieta. Dentro da familia das AMPK, a subfamilia das quinases
induzidas por sal sao divididas em trés quinases (SIK1; SIK2 e SIK3) (BERGGREEN
et al., 2012; WEIN et al., 2018).

Estudos em camundongos, com reducdo da fosforilagdo do substrato SIK,
aumentaram interleucinas anti-inflamatérias e reduziram citocinas pré-inflamatérias
como o TNF-a (WEIN et al., 2018).

Uma importante fungdo associada a tais proteinas é a sua capacidade de

regular a expressao génica em respostas a sinais extracelulares que aumentam os
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niveis intracelulares de monofosfato ciclico de adenosina (CAMP). O SIK3 possui uma
relacdo inversamente proporcional de resposta com o cAMP, ou seja, aumento de
cAMP provoca uma reducéao da resposta de SIK3 em adip6citos (BERGGREEN et al.,
2012).

3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Identificar e quantificar o proteinograma sérico, por meio da eletroforese em gel
de poliacrilamida (SDS- PAGE), de tartarugas verdes (Chelonia mydas) juvenis, de

vida livre, com ou sem a presenca de fibropapilomas.

3.2.Objetivos especificos

e Estabelecer um protocolo de eletroforese em gel de poliacrilamida pela técnica
de SDS-PAGE que consiga identificar as proteinas séricas em tartarugas verdes;

e |dentificar, por meio da protedmica, as proteinas obtidas pela eletroforese;

e Avaliar o potencial da utilizacdo das PFAs como biomarcadores inflamatorios
para a espécie;

e |[dentificar possiveis diferencas da expressao das PFAs entre 0os grupos;

eDeterminar a(s) PFA(s) para a caracterizacdo da fibropapilomatose em
tartarugas verdes

4. MATERIAL E METODOS
4.1.Comissao de ética

A realizacao do presente estudo seguiu todas as Normas de Condutas para o
Uso de Animais no Ensino, Pesquisa e Extensdao do Departamento de Veterinaria
(DVT) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), o Cédigo de Etica Profissional do
Médico Veterinario, os principios éticos para pesquisa animal estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e a Legislagdo brasileira vigente. O
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delineamento experimental foi submetido e avaliado pela supracitada comissao, tendo
sido aprovado e registrado sob o protocolo 1051/2021.

4.2. Registro SISBIO

O presente trabalho, por se tratar de um estudo com animais silvestres de vida
livre, teve autorizacdo do Sistema de informacdo e autorizacdo em biodiversidade
(SISBIO) do instituto de meio ambiente e recursos naturais renovaveis (IBAMA), sob
0 numero de registro 61063.

4.3.Delineamento experimental

4.3.1. Local de estudo

O presente estudo foi realizado durante 0 més de maio de 2021, em dois sitios
sabidamente de alimentacao de tartaruga verde da costa brasileira, o recife de Coroa
Vermelha (CV) e a foz dos rios Piraqué-Agu e Piraqué-Mirim, localizados no distrito
de Santa Cruz (SC). O primeiro local de captura, recife de Coroa Vermelha (CV), esta
geograficamente mais distante das influéncias antrépicas, pois dista,
aproximadamente, 15 km do municipio mais proximo, Nova Vigosa, localizado no
litoral sul do estado da Bahia (17° 50' S 39° 10' W) (MIGUEL et al., 2022). O recife
possui um formato alongado formado por pequenos e isolados pinaculos de coral. Ha
também muitas espécies de recife de aguas rasas, como zoantideos, macroalgas e
grama marinha, bem como gastropodes vermetideos e algas coralinas (MIGUEL et
al., 2022; SILVA et al., 2013b).

Uma espécie de hidrocoral e sete espécies de coral foram identificadas ao
longo do recife CV: Mussismilia harttii, Mussismilia hispida, Mussismilia braziliensis,
Agaricia spp., Favia spp., Siderastrea spp., Porites spp. € a hidrocoral Millepora
alcicornis (VASCONCELQS, 2014). Na parte sul, no topo do recife, ha uma pequena
ilha formada por areia carbonatada composta de fragmentos esqueléticos de
organismos recifais, onde conchas de microgastropodes avermelhados séao
abundantes, o que possivelmente contribuiu para o nome do recife. Esta pequena ilha
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fica a cerca de 1m acima do nivel do mar, com vegetacao esparsa (SILVA et al.,
2013b).

O segundo local de captura esta localizado no municipio de Aracruz, norte do
estado do Espirito Santo (19° 49" 06" S e 40° 9' 31"). O distrito de Santa Cruz é
formado preponderantemente por povos originarios e comunidades tradicionais como
pescadores e marisqueiras. Os rios Piraqué Acgu e Piraque Mirim se encontram e fluem
juntos ao Oceano Atlantico formando um grande complexo estuarino, margeado por
uma extensa area de mangue. O litoral faz parte da Area de Protecdo Ambiental Costa
das Algas, que também engloba o Refugio de Vida Silvestre de Santa Cruz (MIGUEL
et al.,, 2022). O local apresenta amplo fundo marinho de algas calcarias e nao
calcarias, biodiversidade de macroalgas, bem como sedimentos biolitoclastico e
litoclastico, formando um fundo marinho diverso e variado (GASTAO et al., 2020) que
fornece um habitat importante para espécies bentdnicas, pelagicas e demersais,
incluindo espécies de peixes comerciais e ameacadas no sudeste do Brasil (MIGUEL
et al., 2022). Também é uma area sabidamente de forrageamento de tartaruga verde
(IBAMA, 2006). O fundo do mar de Santa Cruz é uma parte consideravel dos
sedimentos litoclasticos originados do sistema fluvial do rio Doce (SILVA et al., 2013a).

4.3.2. Captura e coleta das amostras

As tartarugas foram capturadas com o auxilio de redes de emalhar de
monofilamento de nailon (8 cm de malha de 200 m esticada), as quais eram dispostas
paralelamente a corrente maritima, por 8h e monitoradas constantemente a cada 20
minutos, para evitar o afogamento de qualquer animal emaranhado, ou sempre que
se identificava o emalhe de alguma tartaruga. Os animais capturados eram levados a
bordo para o barco de apoio, com o auxilio de uma embarcagdo de aluminio de
pequeno porte, para coleta de amostras de sangue e parametros fisicos gerais para
avaliagdo de saude.

As colheitas sanguineas foram realizadas, apds contengcdo manual dos
animais, por venopuncado do seio cervical (OWENS; RUIZ, 1980), com prévia
antissepsia com élcool iodado 0,1%, executadas através de sistema Vacutainer®,

utilizando agulhas Flashback® 25 x 8 e tubos a vacuo. Quando a coleta com esta
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técnica era improdutiva, utilizou-se como alternativa a colheita com seringas de 5 mL
ou 10 mL e agulhas de 21 Gauge (G).

O volume de sangue coletado foi calculado, levando-se em consideragao que
o total de sangue estimado de uma tartaruga corresponde a aproximadamente 5 a 8%
do seu peso corporal, e com base na afirmacao de que o limite toleravel para coleta
sanguinea nao deva ultrapassar 0,7% do seu peso corporal (JACOBSON, 1993). Seis
esfregacos sanguineos foram imediatamente confeccionados com sangue fresco
(sem a presenca de anticoagulante), para melhor preservagéo da morfologia celular.
O sangue coletado foi armazenado em diferentes tubos Vacutainer® contendo
heparina litio (tampa verde) e tubo sem anticoagulante (tampa vermelha), para
analises hematoldgicas e bioquimicas, respectivamente.

A colheita sanguinea foi realizada com o maximo de celeridade, imediatamente
apds a pesagem, e antes dos demais exames fisicos e procedimentos, na busca de
se evitar o viés que um eventual estresse pudesse causar nos valores hematoldgicos.

Os tubos coletados, foram acondicionados em caixas térmicas sob refrigeracéo
com auxilio de gelo reciclavel, até serem processados no laboratério base. Importante
ressaltar que os tubos foram acondicionados em estantes proprias e o contato com o
gelo foi evitado a fim de se mitigar a ocorréncia de hemolise. Todas as amostras
sanguineas foram processadas em até 6 horas apés a coleta.

4.3.3. Morfometria e avaliacao da saulde dos animais capturados

Todos os animais tiveram seus dados morfométricos mensurados, tais como:
CCC (incisura nucal até a ponta posterior da carapaca) e largura curvilinea da
carapaca (LCC, pontos mais largos), com o auxilio de uma fita plastica flexivel (erro
de aproximacao de 0,1 cm) (BOLTEN, 1999).

Os animais foram classificados como fibropapilomatose presente ou ausente
através da inspecdo externa na busca da presenca ou auséncia de qualquer
manifestacdo tumoral visivel da doencga. Animais com presenca de fibropapilomas
receberam uma pontuacao que considera o numero e o tamanho dos tumores, sendo
A (<1 cm), B (1-4 cm), C (>4-10 cm) e D (>10 cm), segundo Work e Balazs (1999).
Cada categoria, foi classificada segundo o tamanho e localizagdo/regido anatémica
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tumoral, sendo classificado em leve, moderado e grave, de acordo com para o indice
de Fibropapilomatose do Atlantico Sudoeste (FPSSWA) (ROSSI et al., 2016).

O peso corporal foi mensurado com o auxilio de uma balangca de mola (com
precisdo de 0,1 kg). Apds esses procedimentos, os individuos foram submetidos a um
exame fisico para estabelecer o indice condicdo corporal (ICC), incluindo uma
avaliacao visual da musculatura toracica, a presenca de gordura na musculatura
cervical e no pescoco, e a depressao do plastrao concavidade (THOMSON et al.,
2009). Com base nesses critérios, o ICC foi pontuado como bom (3), médio (2) ou
rum (1) (WALSH, 1999). Para evitar variacdo entre observadores, o mesmo
pesquisador examinou as tartarugas marinhas durante todo o periodo de estudo.

Antes da soltura, para uma possivel posterior identificacdo, as tartarugas
marinhas receberam uma placa de metal de identificacao do Inconel (National Band
and Tag Company, EUA, estilo 681) em cada uma das nadadeiras frontais, segundo
Limpus (1992), fornecido por Fundacao Pro-TAMAR.

4.3.4. Analises laboratoriais

As amostras sanguineas coletadas a campo foram encaminhadas ao
laboratério de apoio sendo processadas segundo suas especificacées. Os tubos de
heparina seguiram para a hematologia e os tubos para bioquimica foram centrifugados
a 3000 rotagbes por minuto (rpm), durante 10 minutos para obtengédo do soro sendo
entdo aliquotados em criotubo de 2ml, estéril, com rosca externa, identificados e
armazenados em galao com nitrogénio liquido a -196°C.

4.3.4.1. Analises hematoldgicas

As contagens totais de glébulos brancos (WBC), glébulos vermelhos (RBC) e
trombaocitos foram realizadas utilizando a diluigdo de sangue total, heparinizado, em
solucdo comercial de Natt-Herrick, na propor¢cdo de 1:100. A solugcdo foi
homogeneizada e depositadas em um hemocitdbmetro (cAmara de Neubauer, New
Optics, Sao Paulo, Brasil) (CAMPBELL, 2015).

A contagem do diferencial de leucécitos foi realizada em esfregagos
sanguineos, corados com pandtico rapido (Instant-Prov Kit® - Newprov, Brasil), uma
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coloracgao tipo Wright ou Romanovsky modificado. O exame do diferencial leucocitario
foi realizado em 100 células, entre heterofilos, mondcitos, eosindfilos, linfécitos e
basofilos, de acordo com suas caracteristicas morfologicas. Além da contagem
diferencial, o esfregaco sanguineo foi examinado para o inquérito de possiveis
hemoparasitas, bem como para a avaliacdo da morfologia celular de eritrécitos e
trombdcitos. A fim de se evitar possiveis vieses de observadores, todas as contagens
e avaliagoes morfologicas foram realizadas por um patologista clinico veterinario com
experiéncia em hematologia de espécies silvestres.

O volume globular (VG) foi realizado pela técnica de microhematdcrito
StatSpin® (IRIS USA, Inc.), os tubos capilares eram preenchidos com
aproximadamente 3% da sua capacidade com sangue, uma extremidade era selada
com auxilio de massa de modelar (Soft, Acrilex®), os capilares eram entéo
centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos em centrifuga propria (XC-LED12K; Bio
Lion). Com o auxilio de uma régua métrica (StatSpin®; IRIS USA, Inc.) foi mensurado
a % da coluna ocupada pelo precipitado das hemacias em relagéo ao plasma e o valor
do volume globular foi obtido. Os valores de hemoglobina (Hb) foram determinados
pelo Kit Labtest® comercial em um espectrofotdmetro (Quimis Q898DPT, Brasil), apds,
centrifugacédo da solugdo a 5.000 rpm por 5 min (Centribio® 80-2B, Equipar, Brasil)
para remover 0s nucleos de eritrdcitos livres apds a lise dos eritrécitos, a fim de ndo
interferir na leitura pelo espectrofotometro.

Os indices eritrocitarios volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
foram calculados a partir, de formulas matematicas, utilizando-se dos valores de

hemoglobina, hematdcrito e total de hemacias, de acordo com Campbell (2015).
4.3.4.2. Analises bioquimicas
Foram mensurados, em bioquimica convencional umida (analisador bioquimico
automatico, HumasStart 300®, Human, In Vitro), os valores de proteina total (método

do biureto, com leitura em filtro de 550 nm) e albumina (método do verde de bromo
cresol em filtro de 600 nm).
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4.3.4.3. Eletroforese de proteinas séricas

Para o fracionamento dos diferentes constituintes proteicos do soro, foi
realizada corrida eletroforética das respectivas amostras em gel de poliacrilamida
contendo dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE), conforme técnica descrita por Laemmli
(1970) modificada. Para a corrida, utilizou-se o sistema vertical de eletroforese
(PROTEAN Il XI - VERTICAL ELETROPHORESIS CELLS® BIO-RAD) (Figura 1).

Figura 1. Sistema vertical de eletroforese

Fonte: LPPCV

Para a eletroforese utilizou-se o gel de separacdo a 10% e o gel de
empilhamento a 4%. Para o preparo das amostras e fracionamento das proteinas, foi
adicionado 10 pL de soro sanguineo diluidos em 30 pL de tampéao fosfato-salino (PBS)
e 20 L de gel mix, mistura que foi aquecida em agua a ebulicao por 10 minutos. Uma
aliquota de 10 pyL de cada amostra de soro sanguineo foi depositada em uma
determinada cavidade do gel, sendo a primeira e a ultima amostra de cada gel em
duplicata, além da amostra padrdo, marcador de peso molecular comercial, (Precision
Plus Protein™ Unstained Protein Standards, Strep-tagged, recombinant, 1 ml — 161-
0363 — Bio-Rad®) como amostra de referéncia, sendo sempre adicionada em uma ou
mais cavidades pré-estabelecidas.
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Depois de inseridas as amostras, o conjunto da cuba foi submetido a corrente
elétrica inicial de 100 volts, fornecida por uma fonte de energia elétrica apropriada.
Passada uma hora do inicio da corrida, a corrente elétrica foi aumentada em 50 volts
e apos mais uma hora foi acrescido mais 50 volts, perfazendo uma corrente elétrica
total de 200 volts. Esta corrente permaneceu neste valor até o final da corrida, que
durou em sua totalidade, aproximadamente, 6 horas.

Terminada a corrida, a fonte elétrica foi imediatamente desligada e o gel
retirado da placa para ser corado durante 30 minutos em solugdo de azul de
Coomassie® R-250 a 0,2 %, sob agitagdo horizontal constante para uma coloragéo
uniforme. Em seguida, o gel foi submerso em solucédo descorante a base de metanol
e acido acético, também em agitacao horizontal constante, para retirar o0 excesso de
corante, até que todo o gel se apresentasse nitido. Terminado esse processo, o gel
foi acondicionado em solucéo de acido acético até a fotodocumentagéao.

Os pesos moleculares e as concentragdes das fracdes proteicas foram
determinados por densitometria computadorizada (Software ImagelLab, Loccus®,
2017), a partir do escaneamento das amostras. Para o calculo do peso molecular
foram utilizados os marcadores de pesos moleculares de 250, 150, 100, 75, 50, 37,
25, 20 kDa. Para a avaliacao densitométrica das bandas proteicas confeccionou-se
curvas de referéncia a partir da leitura do marcador padréo.

4.3.4.4. Digestao enzimatica e dessalinizacao

As bandas de interesse do SDS-PAGE 1D foram excisadas, picotadas e
submetidas a digestdo enzimatica. O protocolo de digestdo enzimatica foi procedido
conforme descrito anteriormente por Shevchenko et al. (2007). Brevemente, os
fragmentos dos géis foram acondicionados em microtubos de 1500 uL contendo 200
uL de acetonitrila 50 % (v/v) em bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0, e submetidos
a lavagens para remogédo do corante e do SDS. Em seguida, foi realizada a
desidratacdo dos géis adicionando-se, por duas vezes, 200 uL de acetonitrila 100 %
em cada microtubo, mantendo-os em repouso por 5 min. Os fragmentos dos géis
foram secos por 15 minutos em sistema de centrifugacao a vacuo, modelo AG-22331
(Eppendorf, Alemanha).
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As proteinas presentes nos fragmentos dos géis foram reduzidas em 100 uL de
DTT 65 mM em bicarbonato de aménio 100 mM, pH 8,0, a 56 °C por 30 min. Em
seguida, as proteinas foram alquiladas com 100 pL de iodoacetamida 200 mM em
bicarbonato de aménio 100 mM, pH 8,0, a temperatura ambiente, por 30 min no
escuro. Posteriormente, os fragmentos dos géis foram lavados, hidratados e
desidratados com bicarbonato de aménio e acetonitrila por duas vezes,
respectivamente, e por ultimo, eles foram secos em sistema de centrifugagédo a vacuo
anteriormente referenciado.

Na etapa de protedlise, os fragmentos dos géis foram reidratados em banho-
de-gelo, aplicando-se 100 pL de solucéo de tripsina de pancreas suino, indicada para
utilizagdo em protedmica, tratada com TPCK, referéncia V5111(Promega Corporation,
EUA), na concentracéo final de 25ng/uL em solugcéo de ativacao (bicarbonato de
amoénio 40mM, pH 8,0, e acetonitrila 10%). Apds 45 minutos em gelo, foram
adicionados 130uL da solucao de ativagao aos tubos contendo os fragmentos dos
géis.

As amostras foram colocadas em banho-maria a 37°C por 22 horas. Apos a
protedlise, as amostras foram sonicadas por 10 minutos, agitadas em vortex por 20
segundos e a solucao foi removida para um microtubo limpo. Na sequéncia, foram
adicionados 150uL da solucdo contendo acido formico 5% (v/v) em acetonitrila 50%
(v/v) aos géis restantes. Cada tubo foi submetido a agitacdo em vértex por 20
segundos, mantido em temperatura ambiente por 15 minutos e sonicado por 2
minutos. A solucdo foi removida e adicionada a solugdo anteriormente reservada no
microtubo limpo. Este passo foi repetido mais uma vez, a solugéo foi entdo recolhida
e acrescentada ao microtubo limpo. As amostras contendo os peptideos foram
concentradas em sistema de centrifugacao a vacuo e armazenadas em freezer -20 °C

até o envio para a analise por espectrometria de massas.

4.3.4.5. Espectrometria de massas

Os peptideos tripticos foram solubilizados em 80 pL de solugcdo aquosa de
acido férmico 0,1 %, grau de pureza LCMS e acondicionados em tubos apropriados
para a aplicacdo no sistema nano Cromatografia liquida acoplada a Espectrometria
de Massa (LC-MS/MS) utilizado. As andlises foram realizadas em um sistema LC-
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MS/MS, composto de um UPLC nanoAcquity (Waters, EUA) e um espectrdmetro de
massas modelo Amazon lon Trap® (Bruker Daltonics, Alemanha). As amostras foram
submetidas a uma analise cromatografica em uma coluna trap e uma coluna capilar
C18 BEH130 1,7um — 100pum x 100mm, operando com uma taxa de fluxo de
0.400pL/min. Os peptideos foram eluidos automaticamente e injetados em
espectrémetro de massas, atuando no modo online, com o auxilio de uma agulha de
ionizacdo nanoESI. Nesta etapa, as solugbes de fase movel utilizadas para o
programa de gradiente foram: (Solvente A) 4gua e acido férmico 0,1% (v/v) e (Solvente
B) acetonitrila e acido férmico 0,1% (v/v), com a programacao cromatografica iniciando
de um passo de dessalinizacdo com a manutencao de 5% de (B) durante 5 minutos,
em seguida, um gradiente consistindo de uma rampa de subida linear partindo de 5%
até 50% de (B) durante 40 minutos, 50% de (B) durante 5 minutos, e uma rampa de
subida linear partindo de 50% até 90% de (B) durante 10 minutos, 90% de (B) durante
5 minutos, rampa de descida linear partindo de 90% até 10% de (B) durante 5 minutos,
seguido pela manutencao a 10% de (B) durante 5 minutos. Os ions foram escaneados
em modo positivo para os espectros de MS1 na faixa de massas entre 300 e 1500m/z
e MS2 entre 70 e 3000 m/z. A aquisicio de dados teve a duragdo de,
aproximadamente, 75 minutos. O espectrometro lonTrap foi operado no modo auto-
MSn, o qual adquiriu espectros de MS2 para os ions mais intensos em cada espectro
de varredura completo, excluindo os ions de carga simples. A aquisicao dos dados foi
gerenciada pelo aplicativo Hystar, versdo 3.2 (Bruker Daltonics, Alemanha). Os
espectros de massas foram processados com o auxilio dos aplicativos Data Analysis,
versao 4.0 (Bruker Daltonics, Alemanha), utilizando-se as configuragdes padrdes para
proteémica. As listas de picos foram geradas no formato extensible mark-up language

(*.mzXML) pelo aplicativo CompassXport, versédo 3.0 (Bruker Daltonics, Alemanha).

4.3.4.6. Analise dos dados oriundos da espectrometria de massas

As listas de massas com extensdo *mzXML foram confrontadas contra o banco
de dados de proteinas da espécie Chelonia mydas (download em 05/10/2021, com
19.087 entradas), depositado no Uniprot Consortium.

A comparacdo foi realizada pelo aplicativo PEAKS, versao 7.0 (Bioinformatics
Solutions Inc., Canada) (MA et al., 2003). Os parametros utilizados para a pesquisa
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foram: digestdo enzimatica pela tripsina, considerando duas clivagens perdidas, no
maximo; carbamidometilacdo da cisteina como modificacdo fixa e oxidacao da
metionina como modificagao variavel. Tolerancia de erro de 0,2 Da tanto para o ion
parental, quanto para os fragmentos. Na analise, foram considerados os ions com
carga +2, +3 e +4. As proteinas foram classificadas como identificadas quando
apresentassem, pelo menos, dois peptideos unicos com FDR (False Discovery Rate)
menor que 1%.

A massa molecular, o ponto isoelétrico, a composi¢do de aminoacidos e outros
parametros fisico-quimicos foram calculados por meio da ferramenta ProtParam
(http://www.expasy.org/tools/protparam.html), disponivel na plataforma Swiss
Bioinformatics Resource Portal — Expasy (GASTEIGER et al., 2005). Todos os

parametros foram calculados com base na sequéncia de aminodacidos teorica de cada
proteina identificada.

A abundancia relativa das proteinas foi estimada pela relacdo entre a soma dos
espectros de massa (MS2) dos peptideos correlacionados a cada proteina identificada
e o total de espectros de (MS2) detectados na amostra, com os valores expressos em
percentual (CAMUS M et al., 2019).

4.3.4.7. Local de execucao das analises laboratoriais

O processamento das amostras bioquimicas foi realizado no Laboratério de
Patologia Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Vigosa (UFV). A eletroforese e a avaliacdo densitométrica das bandas obtidas foram
realizadas no Laboratério de Pesquisa em Patologia Clinica Veterinaria, no
Departamento de Veterinaria da UFV e as fotografias dos géis e analises protebmicas
foram realizadas no Nucleo de Analise de Biomoléculas (NuBioMol), Casa 21, Vila
Gianetti, pertencente a UFV.

4.3.5. Analise estatistica

Os resultados foram expressos, quando pertinente, em média + desvio padrao.
A normalidade dos dados foi verificada pelo Teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
resultados que se apresentaram dentro da normalidade foram avaliados por andlise
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de variancia (ANOVA). Em seguida, aplicado o teste pos hoc de Tukey quando
necessario. Nos casos em que a normalidade ndo estava presente, o teste nao
parameétrico de Friedman foi utilizado. Foi adotado o coeficiente de correlagédo de
Pearson para verificar correlagcdes entre as proteinas de fase aguda e os grupos
trabalhados. O nivel de significancia adotada foi de 5 % (p<0,05). Foi empregado o
pacote estatistico R.

5. RESULTADOS

Um total de 89 tartarugas marinhas verdes foram capturadas nos locais de
estudo, sendo 45 em Coroa Vermelha (CV) e 44 em Santa Cruz (SC).

5.1.Morfometria e avaliacao da saude dos animais capturados

Os animais variaram entre 31 e 67 cm CCC (média de 44,2 cm) e pesavam de
3,0 a 25,75 kg (média de 10,20 kg), resultado que os classificaram, de acordo com os
critérios utilizados, como nao adultos (juvenis e subadultos) (HIRTH, 1997; SANTOS
et al., 2011; BINDACO, 2020). A média do ICC dos animais das duas areas foi de
2,75. Apenas quatro animais foram classificados como ruim, sendo dois de CV e dois
de SC.

Quanto a investigacao externa da presenca de fibropapilomatose, 28 (31,4%)
apresentaram tumores, destes, sete eram de CV e o demais (21 animais), eram
provenientes de SC. Ao se classificar tais espécimes de acordo com a proposta do
indice de Fibropapilomatose do Atlantico Sudoeste (FPSSWA) (ROSSI et al., 2016),
observou-se que todos os animais de CV foram categorizados como leve (100%),
enquanto que dentre os animais de SC, 14 foram classificados como leve (66,7%),
trés como moderado (14,3%) e quatro como grave (19%).

5.2. Analises hematoldgicas

Os resultados da hematologia dos animais capturados estdo expostos na
Tabela 1. Todos os esfregacos sanguineos foram investigados, por busca direta ativa,
quanto a presenca de hemoparasitas, tendo todos apresentado resultado negativo.
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Quando comparado os animais das duas areas, os animais de SC apresentaram
valores significativamente menores de mondcitos e eosindfilos. Inversa relagéo foi
observada nos heterofilos, onde os animais de SC apresentaram valor de média

superior, quando comparado com os animais de CV.

Tabela 1. Média e desvio-padrao (DP) dos valores de eritrograma, leucograma e trombdcitos dos
animais de CV e SC

Variavel (médgvi DP) n amostral (médisact DP) n amostral Valor p
Hemacias (486 + 0,125 44 0,441 0,149 45 0,13
Hemoglobina g 57 41,74 44 6,83 + 6,83 45 0,622
Hematécrito 53 71 16 12 44 22,64 + 8,48 45 0,496
VeM 496,1 +99,0 44 516 + 516 45 0,41
CHCM 27,96 + 3,45 44 29,88 + 7,47 45 0,126
Leucécitos 8100 + 3573 44 7486 + 2818 45 0,371
Heteréfilos 3092 + 1367 44 3942 + 1548 45 0,007*
Linfécitos 2595 + 1755 44 2080 + 1125 45 0,104
Monécitos 623 + 443 44 373 £ 305 45 0,003*
Eosindfilos 1780 + 1216 44 1087 + 688 45 0,001*
Basofilos 10,6 £37,7 44 46+17,7 45 0,343
Trombécitos 4536 + 2533 44 4795 + 1955 45 0,591

Valores representados por asterisco e em negrito indicam diferencga estatistica (p<0,05).

5.3.Eletroforese e protedmica

Através da eletroforese, SDS-PAGE, foram identificadas 16 bandas proteicas.
Os resultados foram tabelados e expressados em média e DP e apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2. Concentragées das diferentes bandas proteicas (média + DP) obtidas pela eletroforese SDS-
PAGE.

Bandas Concentracao (mg)
Banda 1 327,74 £ 172,38
Banda 2 373,81 £213,72
Banda 3 178,46 + 105,66
Banda 4 165,00 + 101,33
Banda 5 282,69 £ 99,57
Banda 6 1165,32 £ 501, 08
Banda 7 1456,49 + 917,61
Banda 8 2931,85 + 335,30
Banda 9 668,34 + 291,56
Banda 10 799,69 + 194,47
Banda 11 216,58 £ 70,22
Banda 12 251,15+ 132,32
Banda 13 261,17 £ 139,07
Banda 14 65,09 + 37,54
Banda 15 289,24 + 129,39
Banda 16 1288,24 + 626,81
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Com o auxilio do LC-MS foi possivel a estratificacao e identificagdo das bandas
por proteinas. Das 16 bandas identificadas e selecionadas na eletroforese, 14 foram
passiveis de identificagdo, pois foram pareadas com proteinas previamente
depositados no banco de dados do Uniprot Consortium. As bandas 1 e 11 ndo foram
similares a nenhuma proteina conhecida, presente no banco de dados. Para os
resultados adquiridos pelo LC-MS, a probabilidade minima aceita foi de 95 %, com
pelo menos, dois peptideos presentes em cada proteina identificada.

Os resultados proteicos obtidos foram expressos com suas respectivas bandas,

acesso e massas teoricas na Tabela 3.

Tabela 3. Identificagdo nominal das bandas através de LC-MS e massa teérica das proteinas.

Massa teorica

Bandas Proteina Acesso (kDa)
Banda 1 - - -
Banda 2 Vitellogenin domain-containing protein M7ANL9 508,7
Banda 3 Alpha-2-macroglobulin M7C5B9 152,5
Banda 4 Alpha-2-macroglobulin M7C5B9 152,5
Banda 5 Ceruloplasmin M7BLB2 175,4
Banda 6 Alpha-2-macroglobulin M7C5B9 152,5
Banda 7 Complement C3 M7ANH2 177,2
Banda 8 Actin-depolymerizing factor M7BBQ2 91,7
Banda 9 Ovotransferrin M7CCE®6 74,3
Banda 10 Serum albumin M7B4N9 127,7
Banda 11 - - -
Banda 12 Alpha-1-antiproteinase (alfal antitripsina) M7BA20 52,6
Banda 13 Dihydroorotate dehydrogenase (quinone), mitochondrial M7B5Z3 70
Banda 14 Ig kappa chain C region M7BF29 16,2
Banda 15 Serine/threonine-protein kinase SIK3 M7BHKS 164
Banda 16 Serine/threonine-protein kinase SIK3 M7BHKS 164

Os resultados foram estratificados e comparados em etapas, da seguinte
forma:

Etapa 1 (E1) - Animais com FP x animais sem FP;

Etapa 2 (E2) - Animais de CV x SC;

Etapa 3 (E3) - Animais com FP em CV x animais com FP em SC;

Etapa 4 (E4) - Animais com FP em CV x animais sem FP em CV;

Etapa 5 (E5) - Animais com FP em SC x animais sem FP em SC

Etapa 6 (E6) - Animais com diferentes graduacdes de FP: leve x moderado x
grave

Etapa 7 (E7) - Animais com FP x animais doentes sem FP x animais higidos

Etapa 1 (E1)

52



Os animais com FP exibiram uma discrepancia em seis bandas em
comparacao com os animais sem FP, apresentando maiores médias em cinco delas
(4;7:8;10;11). A excecao ocorreu na banda 14, onde os animais sem FP registram
uma média superior, como demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. Etapa 1 - Animais com FP x animais sem FP

Com FP Sem FP

Variavel (média * DP) n amostral (média + DP) namostral Valorp Teste estatistico
Banda 1 160,12 + 57,53 19 136,28 + 64,61 51 0,329 Mann-Whitney
Banda 2 164,6 + 49,1 23 143,12 £ 60,20 57 0,102 Mann-Whitney
Banda 3 188,6 £77,7 27 162,5 £ 80,2 59 0,118 Mann-Whitney
Banda 4 131,97 1 45,21 25 110,72 + 41,21 54 0,040* Mann-Whitney
Banda 5 112,74 + 48,37 26 98,77 + 35,38 53 0,389 Mann-Whitney
Banda 6 151,1 £55,2 23 125,63 + 44,14 52 0,074 Mann-Whitney
Banda 7 383,4+101,8 28 295,9 +122,1 60 0,000* Mann-Whitney
Banda 8 268,9 + 88,6 28 210,1 + 96,1 61 0,000* Mann-Whitney
Banda 9 652,1 +285,9 28 614,1 +280,1 61 0,596 Mann-Whitney
Banda 10 1739,6 + 246,9 28 1605,2 + 253,3 61 0,030* Mann-Whitney
Banda 11 556,6 + 149,1 27 455,2 +149,3 59 0,002* Mann-Whitney
Banda 12 286,5 +150,4 22 249,5 +£126,0 51 0,364 Mann-Whitney
Banda 13 1506 + 569 28 1483,1 £ 662,8 61 0,808 Mann-Whitney
Banda 14 322,8 +154,0 26 423,7 + 203,5 53 0,030* Mann-Whitney
Banda 15 603,3 + 154,4 28 600,5 + 188,9 60 0,833 Mann-Whitney
Banda 16 34,10 + 14,56 26 30,27 + 18,76 58 0,162 Mann-Whitney

Valores representados por asterisco e em negrito indicam diferenga estatistica (p<0,05).

Etapa 2 (E2)

Os animais de CV, quando comparados com os de SC apresentaram

diferencas estatisticas significativas em 13 bandas (bandas: 2-12;14;16), como

descrito na Tabela 5. Das bandas investigadas que apresentaram diferencas

estatisticas, os animais de SC exibiram médias maiores em 12 das 13 bandas. A Unica

banda que apresentou um valor de média maior em CV, quando comparado com SC,

foi a banda 14 (Ig kappa).

Tabela 5. Etapa 2 - Animais de CV x SC

Variavel (médgvi DP) n amostral (méd‘isact DP) namostral Valorp Teste estatistico
Banda 1 131,1 £60,3 42 160,3 £ 64,6 28 0,058 Teste T
Banda 2 132,8 £ 50,3 45 170,5 £ 60,4 35 0,003* Teste T
Banda 3 142,06 + 29,27 44 203,0 + 85,1 41 0,002* Mann-Whitney
Banda 4 102,6 + 29,27 37 132,28 + 49,4 41 0,005* Mann-Whitney
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Banda 5
Banda 6
Banda 7
Banda 8
Banda 9
Banda 10
Banda 11
Banda 12
Banda 13
Banda 14
Banda 15
Banda 16

91,28 + 28,6
119,0 £+ 43,1
259,6 + 68,6
182,50 + 55,13
546,2 + 225,8
1516 % 242
438 + 118
225 + 112
1382 + 556
510,8 + 169,3
605 +172
26,50 + 14,8

41
41
43
44
44
45
43
40
45
41
44
44

118,52 + 49,04
150,8 £ 50,3
388,2 +131,3
275,9 +108,6
713,8 £305,4
1782 + 199
536 + 174
303 + 147
1601 + 689
262,3 +122,5
598 + 185
36,91 + 18,90

37
34
44
44
44
45
43
33
44
37
44
40

0,005*
0,004
0,000*
0,000
0,005*
0,000
0,003*
0,012
0,103
0,000
0,846
0,005

Mann-Whitney
Teste T
Mann-Whitney
Mann-Whitney
Mann-Whitney
Teste T
Teste T
Teste T
Teste T
Mann-Whitney
Teste T
Mann-Whitney

Valores representados por asterisco e em negrito indicam diferenga estatistica (p<0,05).

Etapa 3 (E3)
Quando comparados os animais com fibropapilomatose de CV com os de SC,

os animais de SC apresentaram diferencas estatisticas significativas em cinco bandas

(7;9;10;13;14) (Tabela 6). Das bandas investigadas que apresentaram diferencas

estatisticas, os animais de SC exibiram maiores médias em quatro das cinco. A Unica

banda que foi estatisticamente superior em CV, quando comparado com SC, foi a

banda 14 (lg kappa).

Tabela 6. Etapa 3 - Animais com FP em CV x animais com FP em SC

FP CV FP SC
Variavel (média * DP) n amostral (média + DP) namostral Valorp Teste estatistico
Banda 1 185,2+47,4 6 148,6 £59,8 13 0,206 Teste T
Banda 2 164,6 £ 38,3 7 164,6 £54,3 16 1 Teste T
Banda 3 202,4 +84,6 7 198,1 £ 99,7 21 0,919 Teste T
Banda 4 106,9 £ 27,2 5 138,2 £47,1 20 0,171 Teste T
Banda 5 87,9 £26,6 7 127,5 £ 56,3 20 0,088 Teste T
Banda 6 149,1 £ 59,1 7 152,0 £55,4 16 0,909 Teste T
Banda 7 315,9 + 59,1 7 406 + 104 21 0,040* Teste T
Banda 8 217,3 59,1 7 286,1 +91,2 21 0,075 Teste T
Banda 9 460 £ 172 7 716 + 290 21 0,037* Teste T
Banda 10 1567 + 287 7 1797 + 209 21 0,030* Teste T
Banda 11 532,0 £49,7 7 597 + 220 21 0,223 Teste T
Banda 12 243 + 152 6 303 £+ 151 16 0,42 Teste T
Banda 13 1101 267 7 1641 + 582 21 0,027* Teste T
Banda 14 472 £179 7 268 + 103 19 0,001* Teste T
Banda 15 608 + 144 7 602 + 161 21 0,923 Teste T
Banda 16 26,3+155 7 37,0+£13,5 19 0,096 Teste T

Valores representados por asterisco e em negrito indicam diferenga estatistica (p<0,05).
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Etapa 4 (E4) e Etapa 5 (E5)

Ao se comparar animais dentro do mesmo local geografico, observou-se que,
das 16 bandas investigadas, os animais com FP de CV apresentaram diferengas
estatisticas significativas em cinco bandas (1;3;6;7;11), com médias maiores em
todas, quando comparado com o0s animais também de CV, porém sem FP, como
expresso na Tabela 7.

Esta diferenca ndo ocorreu em SC, uma vez que 0s animais com e sem a
presenca de FP n&o apresentaram médias estatisticamente diferentes para nenhuma
das bandas analisadas (Tabela 8).

Tabela 7. Etapa 4 - Animais com FP em CV x animais sem FP em CV

Com FP CV Sem FP CV

Variavel (média * DP) n amostral (média + DP) namostral Valorp Teste estatistico
Banda 1 185,2 £ 47,4 6 122,1 +57,9 36 0,016* Teste T
Banda 2 164,6 + 38,3 7 126,9 + 50,5 38 0,068 Teste T
Banda 3 202,4 + 84,6 7 129,9 + 51,2 38 0,004* Teste T
Banda 4 106,9 + 27,2 5 100,6 + 29,9 33 0,658 Teste T
Banda 5 87,9+26,6 7 90,4 + 30,3 35 0,840 Teste T
Banda 6 149,1 + 59,1 7 112,8 £ 37,3 34 0,041* Teste T
Banda 7 315,9 + 59,1 7 238,1 +238,1 37 0,001* Teste T
Banda 8 217,3 +59,1 7 175,9 £ 51,9 38 0,064 Teste T
Banda 9 460 £ 172 7 531 + 185 37 0,350 Teste T
Banda 10 1567 + 287 7 1507 + 236 38 0,550 Teste T
Banda 11 532,0 + 49,7 7 420 £ 119 36 0,020* Teste T
Banda 12 243 £ 152 6 222 + 106 34 0,681 Teste T
Banda 13 1101 + 267 7 1434 + 582 38 0,147 Teste T
Banda 14 472 £179 7 520 + 184 36 0,523 Teste T
Banda 15 608 + 144 7 624 + 215 38 0,851 Teste T
Banda 16 26,3+155 7 252+12,7 36 0,852 Teste T

Valores representados por asterisco e em negrito indicam diferenga estatistica (p<0,05).

Tabela 8. Etapa 5 - Animais com FP em SC x animais sem FP em SC

Com FP SC Sem FP SC
Variavel (média * DP) n amostral (média + DP) namostral Valorp Teste estatistico
Banda 1 148,6 + 59,8 13 170,4 £ 68,9 15 0,382 Teste T
Banda 2 164,6 + 54,3 16 175,5 £ 66,2 19 0,603 Teste T
Banda 3 198,1 £99,7 21 221,3 £90,2 21 0,433 Teste T
Banda 4 138,2 + 47,1 20 138,3 £62,4 23 0,995 Teste T
Banda 5 127,5 + 56,3 20 120,8 + 46,2 19 0,691 Teste T
Banda 6 152,0 £55,4 16 165,2 £ 64,9 20 0,525 Teste T
Banda 7 406 £ 104 21 372 + 153 23 0,399 Teste T
Banda 8 286,1 £91,2 21 267 £ 124 23 0,561 Teste T
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Banda 9 716 £290 21 712 £ 325 23 0,96 Teste T
Banda 10 1797 £ 209 21 1768 £ 193 23 0,631 Teste T
Banda 11 565 + 565 20 511 £ 176 23 0,31 Teste T
Banda 12 303 + 151 16 304 + 147 17 0,983 Teste T
Banda 13 1641 £ 582 21 1564 + 786 23 0,717 Teste T
Banda 14 268 + 103 19 256 + 143 18 0,777 Teste T
Banda 15 602 + 161 21 594 + 208 23 0,894 Teste T
Banda 16 37,0+ 13,5 19 36,8 + 23,1 21 0,979 Teste T
Valores representados por asterisco e em negrito indicam diferenga estatistica (p<0,05).
Etapa 6 (E6)

Além dos efeitos geograficos e da presenca ou auséncia da fibropapilomatose

nas diferentes populagdes, todos os animais, independentemente do local de captura,

que apresentavam manifestacdo visivel da fibropapilomatose, caracterizada pelas

presenca de um ou mais tumores, foram agrupados e distribuidos de acordo com o

grau de acometimento da doencga, baseado na proposta estabelecida por Rossi et al.
(2016), indice de Fibropapilomatose do Atlantico Sudoeste (FPSSWA). Houve

diferencas estatisticas significativas em 4 (5;6;9;16) das 16 bandas investigadas,

como descrito na Tabela 9.

Tabela 9. Etapa 6 - Diferentes graduacées de FP: leve x moderado x grave

Leve Moderado Grave n
Variavel (média = DP) n amostral (média * DP) n amostral (média * DP) amostral Valor p
Banda 1 159,6 £52,8 a 16 269,7+0a 1 109,5+255a 2 >0,05
Banda 2 163,8 +51,4a 19 189,01 £6,85a 2 148,3+61,0a 2 >0,05
Banda 3 191,8 £76,3 a 21 334,7 +159,8 a 3 136,1 £27,7 a 4 >0,05
Banda 4 124,10 £ 41,94 a 18 177,6 £65,3 a 3 133,2+33,0a 4 >0,05
Banda5 101,23 +37,84a 21 218,8+20,6 b 2 150,3 + 66,0 ab 4 0,002*
Banda 6 149,7 £44,7 a 17 223,8 + 58,1 ab 3 86,46 +4,00 b 3 0*
Banda 7 371,1 £89,7 a 21 508,2 +158,5a 3 3545+72,0a 4 >0,05
Banda 8 259,5+75,8a 21 379,3+160,6 a 3 2354 +298a 4 >0,05
Banda 9 589,4+t2444 a 21 1166 £ 175 b 3 596,0 +143,8 a 4 0,001* e 0,009*
Banda10 17124+2514a 21 1943 £323 a 3 1730,0 £102,3 a 4 >0,05
Banda 11 553,1 £179,0 a 21 780 +178 a 3 574 +234 a 4 >0,05
Banda12 267,8+158,1a 16 404,4 +82,6 a 3 268,3+138,1 a 3 >0,05
Banda 13 1433 £530 a 21 2113 +473 a 3 1433 £694 a 4 >0,05
Banda 14 3454 +163,5a 20 227,8+26,2a 2 257,5+1143 a 4 >0,05
Banda 15  602,1 £148,0 a 21 758,5+1155a 3 493,5+139,8 a 4 >0,05
Banda16 33,64 +£13,49 a 19 54,787 £ 1,676 b 3 20,80 +2,74 a 4 0,024* e 0,003*

Valores representados por diferentes letras, negrito e por asterisco indicam diferenca estatistica (p<0,05).

Etapa 7 (E7)
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Buscando-se comparar o impacto de outros fatores de doenca que nao a
fibropapilomatose, bem como reduzir o viés que tais fatores pudessem gerar, os
animais foram ainda estratificados e comparados da seguinte maneira: animais nao
doentes x animais doentes sem FP x animais com FP. Os critérios para tal divisdo
levaram em consideragées alguns pontos, a saber: para ser alocado no grupo “NAO
doente” os animais deveriam apresentar ECC = 3, presenca de parasitas < 1 e
hematdcrito (VG) = 22%. Os animais que nao respeitaram algum desses critérios, e
que também n&o apresentavam manifestagdo visivel de fibropapilomas, foram
inseridos no subgrupo “doentes SEM FP”. Por sua vez, os animais que se
enquadravam nos critérios supracitados e nao apresentavam fibropapilomas visiveis
foram alocados no subgrupo “NAO doente”. Os demais animais, que apresentavam
manifestagcdo clinica da fibropapilomatose, independentemente dos critérios
estabelecidos supracitados, compuseram o subgrupo animais “doentes COM FP”.

Os resultados foram dispostos na Tabela 10, sendo estes diferentes
estatisticamente em seis bandas das 16, em comparac¢ao a um dos demais subgrupos
pertencentes a E7, com médias estatisticamente maiores para o subgrupo “doentes
COM FP” em todas as bandas exceto na de nimero 14 (Ig Kappa). O subgrupo “NAO
doentes” apresentou a maior média para a banda 14 (lg Kappa), sendo esta

estatisticamente diferente ao subgrupo “doentes COM FP” e sem diferenca estatistica

quando comparada ao subgrupo “doentes SEM FP”.

Tabela 10. Etapa 7 - Animais NAO doentes x doentes SEM FP x doentes COM FP

NAO doentes Doentes SEM FP n Doentes COM FP n

Variavel (média + DP) n amostral (média + DP) amostral (média * DP) amostral Valor p
Banda 1 136,7 £67,1a 33 135,5+61,7a 18 160,1 +575a 19 0,379
Banda2 148,51 £58,34 a 36 133,9+63,6 a 21 164,6 £49,1 a 23 0,212
Banda 3 181,21+ 80,4 a 37 123,5+63,1b 21 199,2+ 94,6 a 28 0,006
Banda4 116,60 £48,29 a 34 113,1£522a 21 131,97 £4521 a 25 0,352
Banda 5 97,85+ 39,61 a 36 106,44 + 39,08 a 17 117,2+52,8 a 27 0,237
Banda 6 145,0 £ 60,6 a 34 107,50 £ 34,16 b 19 151,1 552 a 23 0,021*
Banda 7 276,9 +118,6 a 38 316,8 +130,8 ab 22 383,4+101,8b 28 0,002*
Banda 8 208,4+88,0a 38 210,6 +112,2 ab 22 268,9+88,6 b 28 0,026*
Banda 9 658,5 +298,9 a 38 535,9 +238,4 a 22 652,1 +2859a 28 0,227
Banda10 1581,1 +247,4a 38 1632,3 £ 262,0 ab 22 1739,6 £246,9 b 28 0,043*
Banda11  465,21+127,1a 37 430,6 +183,4b 21 580,4 £+1929b 28 0,004*
Banda 12  259,5+130,5a 33 231,1+118,5a 18 286,5+150,4 a 22 0,433
Banda 13 1618 £ 672 a 38 1225 £ 585 a 22 1506 + 569 a 28 0,065
Banda14 477,0+2130a 34 356,4 +195,0 ab 19 322,8+154,0b 26 0,007*
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Banda 15  655,0+221,6a 38 541,6 +179,6 a 22 603,3+154,4 a 28 0,092
Banda16 32,14 +20,95a 37 27,31+14,24 a 20 34,10 + 14,56 a 26 0,424

Valores representados por diferentes letras, negrito e por asterisco indicam diferencga estatistica (p<0,05).

6. DISCUSSAO

Todos os animais foram classificados como n&o-adultos de acordo com o CCC
(HIRTH, 1997; SANTOS et al., 2011; BINDACO, 2020). Este resultado era esperado,
considerando que as coletas foram em areas sabidamente de alimentacao de animais
juvenis (BAPTISTOTTE, 2007; MIGUEL et al., 2022).

Os animais de SC apresentaram médias mais altas nos valores de heterofilos
em comparagdo com os animais de CV. Semelhante resultado foi encontrado por
Work e Balazs (1999), em que os animais mais afetados por FP obtiveram valores
mais elevados.

Com relagdo aos mondcitos, esperavamos que o0s animais de SC
apresentassem valores maiores, visto que uma das causas da monocitose é a
formacao de granulomas (FRYE, 1991). Contudo, tal hipétese nao se concretizou.

O resultado dos eosindéfilos também foi diverso do previsto, porém, mostrou-se
semelhante ao encontrado por Aguirre et al. (1995), no qual os autores previam
valores maiores de eosinofilos nos animais mais acometidos pela FP devido a maior
propensdao ao sangramento dos tumores e 0 consequente parasitismo por
sanguessugas. Entretanto, tal associacao nao foi constatada.

Os animais com FP exibiram uma discrepancia em seis bandas em
comparagdo com os animais sem FP, apresentando maiores médias em cinco delas
(4;7;8;10;11). A excecao ocorreu na banda 14, onde os animais sem FP registram
uma média superior, como demonstrado na Tabela 4. O contraste entre os grupos vai
ao encontro dos resultados de Aguirre e Balazs (2000), os quais previamente
evidenciaram disparidades no perfil bioquimico de animais com e sem FP,
especialmente em relacao aos niveis de proteina total e albumina.

A E2 foi a etapa que apresentou maior niumero de bandas estatisticamente
diferentes, um total de 13 (2-12;14;16) das 16 investigadas. Das bandas que
apresentaram diferencas estatisticas, os animais de SC apresentaram médias
maiores em 12 das 13 bandas, endossando a hip6tese de que os animais de CV e de
SC séao populacdes que sofrem pressdes antrépicas diferentes, como previamente
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apontado por Miguel et al., (2022), com distintas expressdes nas concentragdes
proteicas frente ao grau de desafio que o ambiente as impde.

Das 13 bandas estatisticamente diferentes na E2, a Unica que exibiu um valor
de média maior em CV, quando comparado a SC foi a banda 14 (lg Kappa),
comportamento semelhante ao encontrado na E3, no qual os animais de CV com FP
obtiveram maior média que os animais também com FP porém de SC, descartando
uma relacdo direta da banda 14 (lg Kappa) com a FP, e apontando para outras
possiveis causas.

E importante salientar que a banda 14 corresponde a uma imunoglobulina de
cadeia kappa (cadeia leve), nao sendo possivel assumir com precisdo o tipo de
imunoglobulina. Porém, pelo peso molecular e pela sua concentracao possivelmente
trata-se de uma IgG de cadeia leve (CARVALHO FILHO et al., 2020; OROZCO et al.,
2022; SOUTO et al., 2019).

A banda 5 foi estatisticamente diferente na E6, quando se comparou o grau de
FP. Animais classificados como “moderado” apresentaram maior valor de média entre
os demais, com resultados estatisticamente diferentes quando comparado com os
animais classificados como “leve”, porém, quando comparado com animais graduados
como “grave”, nao houve diferenca estatistica. A proteina identificada na banda 5 foi
a ceruloplasmina, uma proteina de fase aguda positiva, considerada de resposta leve
a moderada frente a danos teciduais e processos inflamatérios (CERON et al., 2005;
SMITH; CIPRIANO, 1987), o que pode explicar esse padrao de resposta em parabola,
com tendéncia ao retorno aos valores basais.

A proteina preponderante identificada nas bandas 3, 4 e 6 foi a alfa-2-
macroglobulina (a2M). Uma possivel explicacdo para essa dispersao se da pela sua
conformacao estrutural, visto que apresenta subunidades ligadas por pontes dissulfeto
(GOLLAS—GALVAN et al., 2003; CHUANG et al., 2013), que quando tratadas com 2-
mercaptoetanol sob altas temperaturas tem suas pontes rompidas (LAEMMLI, 1970).

Os animais de CV com FP apresentaram valor de média, estatisticamente
significativo, maior que os animais de CV sem FP nas bandas 3 e 6, 0 que esta em
consonancia com a prépria caracteristica da a2M ser uma PFA positiva de resposta
moderada (STOCKHAM; SCOTT, 2008), e assumindo-se que a FP desencadeia um

processo inflamatério sistémico nos animais acometidos.
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Ao se estratificar os animais por diferentes graus (E6), observou-se que na
banda 6 (a2M) os animais apresentaram um padrdo de parabola, sendo os animas
agrupados como “graves” os que lograram menor média, sendo esta estatisticamente
divergente dos animais agrupados como “leve”. Supde-se, baseado no perfil de
resposta apresentado em parabola, e na prépria dindmica das PFAs, que os animais
agrupados como “graves” ja apresentaram valores de média elevados, porém, por
estarem em um estagio mais avangado (crénico) da FP, sua concentragdo ja nao é
mais tao elevada.

Analisando a E7, nota-se que os animais doentes SEM FP apresentaram as
menores médias nas bandas 3 e 6 (a2M), em comparagdo com 0s animais nao
doentes e com os animais doentes COM FP. Contudo, € necessario ter cautela ao
tirar conclusdes desse resultado, pois os animais classificados como doentes SEM FP
podem estar sujeitos a diversos outros fatores inflamatérios, como metais pesados,
conforme descrito por Miguel et al. (2022). Além disso, ha a possibilidade de outras
doencas ou condi¢des estarem afetando as concentracdes proteicas, somada ao fato
de os animais estratificados como doentes COM FP serem um grupo heterogéneo,
proveniente de locais geograficos distintos, como ja mencionado.

Foi identificada como proteina preponderante na banda 7 a fracdo C3,
integrante do sistema complemento. Os animais de SC com FP apresentaram valor
de média estatisticamente maior quando comparado com animais com FP, porém de
CV. Semelhante fato observa-se quando comparamos animais com FP de CV, versus
animais sem FP de CV (E4), em que os animais com FP lograram maior média. De
igual modo, os animais doentes com FP apresentaram maior valor de média quando
comparado com os animais doentes sem FP e com os animais ndo doentes (E7),
sendo inclusive, estatisticamente superior a estes ultimos. Tal fato talvez se explique
pelas funcdes basicas do sistema complemento, quais sejam: promover a lise e
fagocitose de células danificadas, bactérias e virus; regular a resposta imune e
inflamatéria (EDELWEISS et. al.,1997).

Os animais de SC com FP apresentaram maior média para a banda 9,
identificada como ovotransferrina, quando comparado com os animais de CV com FP
(E3). Como componente dos ovos das aves e répteis, a ovotransferrina ja est4d bem
caracterizada, porém sua atuacao plasmatica ainda carece de robustez, bem como

sua relacdo e atuacdo frente a processos infamatérios (PALMITER et al., 1981).
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Estudos com aves submetidas experimentalmente a um processo inflamatério tiveram
aumento nas concentragdes séricas da ovotransferrina, o que fez com que os autores
acatassem a hipotese da ovotransferrina atuar como uma proteina de fase aguda
positiva em processos inflamatorios (XIE et al., 2002), ao contrario do que se observa
em mamiferos, onde a transferrina atua como uma PFA negativa (CERON;
ECKERSALL; MARTINEZ-SUBIELA, 2005a).

A albumina, banda 10, apresentou valores estatisticamente significativos
maiores nos animais de SC, quando comparado com os animais de CV (E2),
comportamento que se repetiu entre os animais com FP de SC com os animais
acometidos pela FP de CV (E3). Ao comparar todos os animais doentes COM FP com
os animais NAO doentes (E7) a média da albumina do primeiro também foi maior. Tais
achados foram inesperados, uma vez que os animais de SC estao sob maior impacto
antrépico do que os animais de CV (MIGUEL et al., 2022). Ademais, os animais
sujeitos a danos teciduais, acometidos por neoplasias e consequentemente em
processos inflamatdério mais exacerbado, como é o caso dos animais visivelmente
acometidos pela fibropapilomatose, supostamente deveriam apresentar redugédo em
seus valores de albumina, uma vez que a esta é considerada uma proteina de fase
aguda negativa (CRAY et. al., 2009; ECKERSALL; BELL, 2010; STOCKHAM; SCOTT,
2008).

A banda 11 nao foi andloga a nenhuma proteina conhecida, presente no banco
de dados, ndo obstante, apresentou diferencas estatisticas significativas entre os
animais com FP de CV e os animais sem FP de CV (E4), com maior média nos
primeiros. Quando analisado a E7, os animais doentes com FP também expressam
maior valor de média quando comparado com 0s animais ndao doentes. Apesar da nao
identificacdo nominal/pareamento da proteina preponderante na banda 11, os dois
achados supramencionados corroboram para a possibilidade de se tratar de uma
proteina de fase aguda positiva.

A diidroorotato desidrogenase (quinona), mitocondrial, banda 13, foi diversa
somente na E3, quando comparado os animais com FP de CV com os animais com
FP de SC, tendo estes ultimos apresentando valor de média maior significativo.

Além da E2, como ja discutido, os animais da E3 com FP de CV apresentaram
valor de média significativamente maior para a banda 14, quando comparado com os
animais também acometidos pela FP, porém de SC. A referida banda trata-se de uma
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lg kappa de cadeia leve, porém tal caracterizacdo € muito ampla, visto que agrupa
diferentes classes de anticorpos produzidos/mediadas por linfécitos B sob estimulo de
diversos antigenos (ABBAS et al., 2015).

Quando analisado a E2, efeito do local, os animais de SC tiveram média
estatistica significativamente maior frente aos animais de CV para a proteina
serina/treonina quinase - SIK3. Estratificando os animais por grau de
fibropapilomatose, E6, os animais agrupados em “moderados” lograram média
estatistica significativamente maior que os agrupados em “leve” e “grave”, resultado
semelhante ao observado em camundongos por WEIN et al., (2018), em que os
animais com reducado da fosforilacdo do substrato SIK, tiveram um efeito anti-
inflamatério. E preciso rememorar que o processo inflamatério ndo é uma reta
crescente infinita, sendo mais semelhante a um ciclo, com tendéncia de comego, meio
e fim, ou inicio, pico e resolucdo. Pelo perfil de parabola observado, supde-se que 0s
animais agrupados em “moderados” estdo no pico maximo de inflamacgéo, enquanto
0s agrupados em “leves” e “graves” estdo no inicio ou ja passaram pelo momento de

maior inflamagéao respectivamente.
7. CONCLUSAO

A partir do estudo realizado foram possiveis o fracionamento, a quantificacao e
a caracterizacédo do proteinograma de tartarugas verdes através da técnica proposta.
Foram observadas significativas diferencas entre CV e SC, assim como entre os
animais com e sem FP. No entanto, o fator “presenca visivel da FP”, isoladamente em
SC, ndo demonstrou ser um importante agente modulador do proteinograma para tal
populagdo. Em contrapartida, os animais de CV, com e sem FP, apresentaram
relevantes diferencas em suas concentragdes proteicas. Nao houve uma correlagéao
direta de alguma proteina especifica caracterizada no estudo com a ocorréncia ou
auséncia da FP, o que sugere que as proteinas identificadas tém um papel limitado
como biomarcador para fibropapilomatose em Chelonia mydas, visto que elas refletem
nao apenas a doenca estudada, mas também a condicdo geral do individuo e do
ambiente no qual ele se encontra. Entretanto, a auséncia de uma correlagao

especifica plena ndo diminui a importancia e o potencial promissor das proteinas
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estudadas como ferramentas complementares para o estadiamento e a monitoragéo

desta e de outras relacdes ecoldgicas.
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