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RESUMO 
 

LOURENÇO, AMANDA TOLEDO, M.Sc, Universidade Vila Velha – ES, Maio de 

2019 Ocorrência de vírus entéricos em Podocnemis expansa (Schweigger, 

1812) e sua importância na saúde ambiental nos rios Araguaia e Crixás-açu 

(centro oeste, Brasil). Orientador: Dr. João Luiz Rossi Junior e Coorientador: Dr. 

Fernando Vicentini. 

 

Conhecer as doenças infecciosas que acometem espécies selvagens é importante 

não só para sua saúde e conservação, mas também para a saúde pública e animal. 

Podocnemis expansa representa um importante papel para a ecologia dos 

ecossistemas onde ocorre. O declínio de muitas populações é motivo de alarme 

para aqueles que se preocupam com a saúde dos rios, sendo um hospedeiro em 

potencial e infecções por vírus nesta espécie foram pouco relatadas. Neste contexto, 

o principal objetivo deste estudo foi investigar a presença de Rotavirus, 

Picobirnavirus, Adenovirus e Herpesvírus em filhotes de Podocnemis expansa em 

amostras de intestino coletados no rio Araguaia e Crixás-açu. Foi utilizada a técnica 

de Eletroforese em gel de poliacrilamida para a detecção dos Rotavirus e 

Picobirnavirus. Para detecção dos Adenovírus e Herpesvírus as amostras foram 

submetidas à Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e as positivas foram 

encaminhadas para o sequenciamento. Na temporada 2016/2017 no rio Araguaia 

foram coletados 23 filhotes recém-eclodidos e na temporada de 2017/2018 no rio 

Crixás-açu 20 filhotes recém-eclodidos. No total de 43 amostras avaliadas nenhuma 

aprsentou perfl eletroforético para os vírus de RNA testados. Nos testes de PCR, em 

uma das amostras apresentou bandas específicas para adenovírus símios. Sendo 

provavelmente uma contaminação ambiental, o vírus possivelmente foi transmitido 

da mãe para o filhote, assim há possibilidade destes animais selvagens estarem 

vulneráveis a estes vírus. Considerando que não há descrição prévia destes vírus 

em P. expansa, há possibilidade de se estar diante da primeira descrição, 

evidenciando a similaridade com vírus de outros hospedeiros.  

 

Palavras chaves: Saúde única, vírus, zoonose, tartaruga-da-amazônia. 
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ABSTRACT 

 

LOURENÇO, AMANDA TOLEDO, M.Sc, Universidade Vila Velha - ES, May de 2019. 

Occurrence of enteric virus in Podocnemis expansa (Schweigger, 1812) and its 

importance in environmental health in the Araguaia and Crixás-açu rivers 

(west-central Brazil). Advisor: Dr. João Luiz Rossi Junior and Co- advisor: Dr. 

Fernando Vicentini. 

 

Knowing the infectious diseases that affect wild species is important not only for their 

health and conservation, but also for public and animal health. Podocnemis expansa 

plays an important role in the ecology of the ecosystems where it occurs. The decline 

of many populations is cause for alarm for those concerned with river health, being a 

potential host and virus infections in this species have been poorly reported. In this 

context, the main objective of this study was to investigate the presence of Rotavirus, 

Picobirnavirus, Adenovirus and Herpesvirus in Podocnemis expansa pups in 

intestinal samples collected in the Araguaia and Crixás-açu rivers. Polyacrylamide 

gel electrophoresis was used for the detection of Rotavirus and Picobirnavirus. For 

the detection of Adenovirus and Herpesvirus the samples were submitted to the 

Polymerase Chain Reaction (PCR) and the positive samples were sent for 

sequencing. In the 2016/2017 season on the Araguaia river, 23 newly hatched 

puppies were collected and in the 2017/2018 season on the Crixás-açu river, 20 

newly hatched pups were collected. In the total of 43 samples evaluated no 

electrophoretic perfl for the tested RNA viruses. In the PCR tests, in one of the 

samples presented specific bands for simian adenovirus. Probably an environmental 

contamination, the virus may have been transmitted from the mother to the baby, so 

there is a possibility that these wild animals are vulnerable to these viruses. 

Considering that there is no previous description of these viruses in P. expansa, it is 

possible to be in front of the first description, evidencing the similarity with viruses of 

other hosts. 

 

Keywords: Amazonian turtle, one health, virus, zoonosis.
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1- INTRODUÇÃO GERAL 
 
 
No ambiente natural, os patógenos fazem parte do conjunto de elementos 

que compõem um ecossistema, e a inter-relação entre hospedeiros e parasitas 

contribui para a dinâmica das populações. Deste modo, fatores ambientais, 

disponibilidade de alimentos, abrigo, temperatura, predadores e a integridade do 

habitat atuam sobre as populações mantendo o equilíbrio (Barbosa, Martins e 

Magalhães 2011). Nas espécies que sofrem com a degradação do habitat, 

proximidades com áreas urbanas e com animais domésticos, muitas dessas inter-

relações podem ser comprometidas tornando-as mais predispostos a agentes 

infecciosos, favorecendo a transmissão de doenças (Hoberg 2010).  

As modificações ambientais em todos os níveis afetam consideravelmente 

a distribuição das doenças (Grisotti 2010 e Barbosa, Martins e Magalhães 2011). 

Essas mudanças podem permitir o aumento do contato entre espécies de patógenos 

e novas populações de hospedeiros, onde a seleção natural pressiona para 

dominância de patógenos que se adaptam a essas novas condições ambientais 

(Daszak et al.  2001 e Heard 2013).  

Os ecossistemas aquáticos estão sob severos estresses antrópicos, assim 

como os rios onde há um avanço constante das atividades humanas (Castro et al.  

2011 e Hoberg 2010). No Centro-Oeste brasileiro, as atividades agropecuárias se 

intensificaram promovendo um aumento constante do desmatamento da vegetação 

nativa (Ribeiro, Ferreira e Ferreira 2016). Na bacia Tocantis/ Araguaia o uso do solo 

no entorno é para agricultura, pastagens e áreas urbanas, tendo um impacto sobre a 

qualidade da água. É uma das áreas prioritárias para conservação da biodiversidade 
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aquática do Cerrado e tem sido alvo de debates políticos e ambientais na região 

Centro-Oeste devido à intensa e indiscriminada expansão de atividades 

agropecuárias, com uma maior degradação do ambiente natural durante as últimas 

quatro décadas (Magalhães Filho 2013).  

Os testudines de água doce da Amazônia são répteis que apresentam uma 

ampla distribuição na bacia hidrográfica do rio Amazonas e do rio Araguaia. Dentre 

eles destacam-se as espécies do gênero Podocnemis (Pritchard e Trebbau 1984 e 

Alho e Pádua 1982). A P. expansa possui alto potencial para exploração zootécnica, 

pelo alto valor econômico agregado a sua carne e seus subprodutos (Malvasio 2001 

e Godoy et al. 2010). O uso como fonte de proteína animal para a alimentação 

humana é antigo e originou-se com índios e ribeirinhos, tornando-se hábito alimentar 

e cultural (Daszak et al. 2001, Alves 2009 e Mogollones et al. 2010). Essa 

exploração relacionada com atividades antrópicas propicia o aumento do contato 

entre essas populações favorecendo a transmissão de doenças. Assim, espécies 

podem atuar como reservatório desempenhando um importante papel na 

manutenção dos agentes patogênicos nas comunidades e na sua transmissão a 

pequenas populações, causando declínios populacionais (Daszak et al. 2001), como 

podem também facilitar a disseminação entre as cepas virais, envolvendo cepas 

humanas e animais (Komoto et al. 2016). 

Como todas as espécies de tartarugas que vivem em ambientes límnicos, 

P. expansa representa um importante papel para a ecologia dos ecossistemas onde 

ocorre. É um dos maiores componentes das redes tróficas dos rios, desempenhando 

importantes papéis nas funções vitais, como fluxo de energia, ciclagem de 

nutrientes, dispersão da vegetação ripária e manutenção da qualidade da água 
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(Hahn 2005). O declínio de muitas populações é motivo de alarme para aqueles que 

se preocupam com a saúde dos rios. 

A relevância de pesquisas sobre vírus em testudines se fundamenta em 

aspectos como a necessidade de maiores conhecimentos sobre a ocorrência de 

agentes potencialmente causadores de doenças em animais de vida livre, ou a 

capacidade de infectar múltiplas espécies, ou ainda a possibilidade de emergência 

de novos agentes causadores de doenças no próprio meio aquático. É importante 

ressaltar que tais aspectos podem ser favorecidos por amplo desequilíbrio 

ambiental, em que atividades humanas geram mudanças ecológicas e climáticas 

que favoreçam a insurgência e ressurgência de vírus e outros patógenos que podem 

afetar os testudines (Daszak et al. 2001; Grisotti 2010 e Barbosa, Martins e 

Magalhães 2011). 

Com o acréscimo de fontes poluidoras, há um aumento da população de micro-

organismos patogênicos (Silva et al. 2011) como os vírus entéricos, presentes no 

trato gastrintestinal de indivíduos infectados (Komoto et al. 2016). Neste estudo 

investigamos a presença de Rotavírus, Picobirnavirus, Herpesvírus e Adenovírus em 

filhotes de Podocnemis expansa, em amostras de intestino coletados no rio Araguaia 

e Crixás-açu. O trabalho foi desenvolvido sob a hipótese de que há ocorrência de 

sequências do genoma de vírus entéricos em Podocnemis expansa. 
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2- FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

 

2.1- Podocnemis expansa 

Os ecossistemas amazônicos possuem uma grande biodiversidade, 

abrigando um expressivo número de espécies animais e vegetais, dentre eles 

destacam-se as espécies do gênero Podocnemis, a tartaruga-da-amazônia (P. 

expansa) e o tracajá (P. unifilis) (Pritchard e Trebbau 1984 e Alho e Pádua 1982). A 

P. expansa (Schweigger 1812) (Figura 1) é considerado o maior testudine de água 

doce da América do Sul, atingindo até 107,0 cm de comprimento (Oliveira et al. 

2011), tendo ampla distribuição geográfica, sendo encontrada na Bolívia, Colômbia, 

Equador, Guianas, Peru, Venezuela e Brasil (Siqueira 2014 e Vogt 2008). 

 

Figura 1: Podocnemis expansa em uma praia do rio Crixás-açu, Estado 

do Goiáis- Brasil. Autor: Alexandra Frossard. 
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Há uma sincronização entre a vazante e o desencadeamento do 

comportamento de nidificação da tartaruga-da-amazônia. Este comportamento só 

começa quando a água se estabiliza em seu nível mais baixo (Rueda-Almonacid et 

al.2007). A imprevisibilidade dos níveis de água é um fator seletivo importante que 

influencia o período e a escolha do local da postura de P. expansa (Alho e Pádua 

1982), sendo sua época reprodutiva entre os meses de setembro e março.  Esta 

espécie faz postura em média, de 60 a 100 ovos em covas de aproximadamente 60 

cm de profundidade, espalhando areia para cobrí-los e camuflar o local (Almeida 

2007). A eclosão ocorre dentro de 45 a 60 dias (Salera Junior, Portelinha e Malvasio 

2009) (Figura 2) e depois da temporada reprodutiva, os adultos migram para o rio 

em busca dos lugares habituais de alimentação (Rueda-Almonacid et al.2007). 

A tartaruga-da-amazônia consome uma grande variedade de frutos, 

sementes, flores, folhas e esponjas de água doce. Os indivíduos adultos podem ser 

importantes dispersores de sementes das florestas tropicais. Os filhotes aspiram 

partículas alimentícias sólidas em suspensão na superfície da água por meio de um 

mecanismo conhecido como neustofagia (Rueda-Almonacid et al.2007 e Vogt 2008).  

A P. expansa representa um importante papel para a ecologia dos 

ecossistemas onde ocorre. São os maiores componentes das redes tróficas dos rios, 

desempenhando importantes papéis nas funções vitais, como fluxo de energia, 

ciclagem de nutrientes, dispersão da vegetação ripária e manutenção da qualidade 

da água (Hahn 2005). Ela está presente na dieta de inúmeros grupos de animais 

vertebrados, dentre os quais, anuros, lagartos, jacarés, aves, peixes e mamíferos. A 

maior ameaça natural sobre as populações de P. expansa é a predação de filhotes 
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por aves e peixes carnívoros, que se alimentam desses filhotes no percurso entre a 

cova de eclosão e o rio (Garcia 2006). Em algumas regiões da Amazônia, a onça-

pintada (Panthera onca) é o único predador das fêmeas adultas, sendo esta 

predação predominantemente noturna, quando sobem às praias para nidificar 

(Salera Junior, Portelinha e Malvasio 2009). 

Esta espécie possui alto potencial para exploração zootécnica, pelo alto 

valor econômico agregado a sua carne e seus subprodutos (Malvasio 2001 e Godoy 

et al. 2010). O uso como fonte de proteína animal para a alimentação humana é 

antiga e originou-se com índios e ribeirinhos, tornando-se hábito alimentar e cultural 

(Alves 2009 e Mogollones et al. 2010).  
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2.2- Caracterização dos patógenos virais entéricos 

2.2.1- Adenovirus 

Os adenovírus (Advs) são vírus de DNA fita dupla sem envelope com um 

diâmetro de 80-110 nm, estão presentes em várias espécies selvagens de 

vertebrados, incluindo mamíferos, aves, répteis, anfíbios e peixes (Davison, Wright  

e Harrach 2000; Wellehan et al. 2004; Schrenzel et al. 2005 e Benko et al. 

2005).Eles pertencem à família Adenoviridae, a qual é composta por cinco gêneros 

oficiais e um gênero proposto na família. Quatro gêneros (Mastadenovírus, 

Aviadenovirus, Ichtadenovirus e Testadenovirus) compreendem AdVs que 

provavelmente co-evoluíram com mamíferos, aves, peixes e tartarugas, 

respectivamente. Os outros dois gêneros (Atadenovirus e Siadenovirus) têm uma 

ampla gama de hospedeiros. Somente o gênero Mastadenovirus possui importância 

clínica, podendo infectar diversos mamíferos como morcegos, bovinos, equinos, 

caninos, murinos, ovinos, porcinos, e primatas, incluindo os humanos (International 

Committee on Taxonomy of Viruses –ICTV 2015).  

Os adenovírus são altamente prevalentes em populações humanas e o 

fato de serem eliminados em grandes quantidades nas fezes e urina de indivíduos 

infectados, levou a realização de estudos que demonstraram a alta prevalência 

desses vírus em diferentes ambientes aquáticos, como efluentes, rios e mares 

(Tavares, Cardoso e Brito 2005).  Isso poderia representar uma fonte potencial de 

infecção para P. expansa. 

O vírus infecta e replica-se no epitélio das vias respiratórias superiores, na 

conjuntiva e também no epitélio intestinal (Walker e Ison 2014). As partículas virais 
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já foram isoladas de pelo menos 40 espécies de vertebrados (Davison, Wright e 

Harrach 2000; Benko e Harrach 2003; Wellehan et al.  2004 e Schrenzel et al. 2005). 

Essas infecções têm sido diagnosticadas em muitas espécies de répteis como, 

crocodilos, serpentes, lagartos e testudines (Rivera et al. 2009 e Ariel 2011). Os 

Advs encontrados em serpentes e lagartos pertencem ao gênero Atadenovírus 

(Benko et al. 2002; Farkas et al. 2002; Benko e Harrach 2003 e Farkas e Gál 2009). 

Em testudines, diferentes tipos de infecções têm sido descrito, sendo relatado em 

Indotestudo forsteniie e Manouria impresso o vírus que pertencia ao gênero 

Siadenovirus (Schumacher et al. 2012). O diagnóstico de Advs atualmente é feito por 

meio de ferramentas moleculares tais como Reação em Cadeia Polimerase (PCR) a 

partir de esfregaços ou órgãos, seguida de sequenciamento genético (Wellehan et 

al. 2004). 

 

2.2.2- Rotavírus  

O gênero Rotavirus, pertencente à família Reoviridae, é um vírus não 

envelopado, possui formato icosaédrico, diâmetro de aproximadamente 70 nm e 

possui genoma viral formado por 11 segmentos de RNA dupla-fita (Clark e 

McKendrick  2004; Estes e Kapikian 2007 e ICTV  2015). O tamanho dos segmentos 

genômicos varia entre 3302 pares de base (pb) para o maior e o menor com 667 pb. 

Essa diferença de tamanho permite caracterizar o perfil de migração singular dos 

segmentos genômicos para os rotavírus quando separados por eletroforese em gel 

de poliacrilamida (Than e Kim 2013). Dessa forma, podem ser classificados de 

acordo com peso molecular e pelo padrão eletroforético de migração de cada 
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segmento genômico por meio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, 

apresentando um perfil eletroforético típico para este vírus (Gombold et al. 1994). 

É historicamente o principal agente causador da gastroenterite viral aguda 

e responsável por alta taxa de hospitalização (Ramani e Kang 2009 e Madsen et al. 

2014). Eles infectam os enterócitos das vilosidades do intestino delgado e replica 

exclusivamente no citoplasma celular sendo capazes de realizar rearranjo genético 

(Estes e Kapikian 2007 e Trask, McDonald e Patton 2012). Esses vírus são 

predominantemente espécie-específicos, entretanto, infecções heterólogas são 

relatadas com grande frequência. Cepas virais que são geneticamente relacionadas 

com vírus de origem bovina, suína, canina, felina e aviária têm sido isoladas de 

crianças com infecções sintomáticas ou assintomáticas (da Silva Medeiros et al. 

2015 e Komoto et al. 2016). Ademais, combinações genotípicas comumente 

associadas com cepas de rotavírus do grupo A de origem humana têm sido 

identificadas em animais (Rahman et al. 2003 e Steyer et al. 2008). 

 

2.2.3- Picobirnavírus 

Picobirnavirus (PBV) é o único gênero pertencente à família 

Picobirnaviridae. De acordo com o Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus 

(ICTV) são classificados em duas espécies Human picobirnavirus e Rabbit 

picobirnavirus. Sua nomenclatura está diretamente relacionada às características 

estruturais do vírus (Nates, Gatti e Ludert 2011 e ICTV 2015). Seu diâmetro vai de 

30 a 35 nm, não é envelopado e é constituído por um capsídeo icosaédrico que 
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protege os dois segmentos do RNA dupla-fita (Mondal e Majee  2014). O tamanho 

dos segmentos genômicos tem sido estimado utilizando como referência o perfil de 

migração eletroforética do genoma, tendo um padrão em eletroforese em gel de 

poliacrilamida (EGPA) (Ludert et al.1991). Assim como ocorre com outros vírus de 

genoma RNA dupla-fita, tais como rotavírus e birnavírus, as bandas que constituem 

os segmentos genômicos do Picobirnavírus podem apresentar perfis de mobilidade 

eletroforética distintos (longo ou curto) em diferentes amostras submetidas à EGPA 

(Gatti et al. 1989). 

A transmissão do vírus ocorre por via fecal-oral, relatado como zoonótico 

(Malik et al. 2014). São descritos vários estudos de detecção e/ou caracterização 

molecular de PBV encontrados em diversas espécies, em répteis, esses vírus foram 

encontrados em diferentes espécies de serpentes (Fregolente et al.2009). Alguns 

surtos de infecções virais novas e emergentes indicam picobirnavirus envolvidos, 

principalmente em indivíduos imunocomprometidos (Ganesh, Masachessi e 

Mladenova 2014).  

 

2.2.4- Herpesvírus 

De acordo com o ICTV os herpesvírus pertencem a Ordem Herpesvirales, 

Família Herpesviridae, constituída por três subfamílias: a Herpesviridae que inclui os 

herpesvírus, que acometem aves, répteis e mamíferos; a família Alloherpesviridae, 

que inclui os que acometem peixes e anfíbios; e a Malacoherpesviridae, que inclui os 

que acometem bivalves. A família Herpesviridae é dividida em três subfamílias, a 
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Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (Davison et al. 2009). 

Os herpesvírus são grandes, possuem o DNA de fita dupla linear, que é envolto por 

capsídeo icosaédrico. Este capsídeo é rodeado por um envelope lipídico que 

apresenta projeções em sua superfície.  Os vírions são envelopados e possuem 

tamanho entre 100-300 nm, sendo sua estrutura facilmente identificada por 

microscopia eletrônica (Strauss e Strauss 2006; Nathason 2007). Em geral, 

infecções graves são observadas em animais imunossuprimidos, ou muito jovens, ou 

quando o vírus infecta um hospedeiro não natural (Davison 2013 e Marschang 

2011). 

A característica mais marcante do vírus é a capacidade de latência no 

organismo do hospedeiro, o que significa que estes agentes se mantêm no 

organismo do animal infectado por longos períodos (Marschang 2014). São descritos 

mais de 100 tipos de herpesvírus, que acometem vertebrados e invertebrados. 

Tendem a ser adaptados a uma determinada espécie na qual ficam disseminados na 

população; contudo, podem infectar outras espécies (Mader e Divers 2013). Em 

répteis, já foram descritos em testudines, lagartos e crocodilianos (Marschang 2011). 

Nos testudines, os herpesvírus foram associados a várias doenças, que são 

caracterizadas por estomatite necrozsante, difteria, hepatite, rinite, traqueíte e 

pneumonia (Jacobson et al. 1991 e Johnson et al. 2010).  

Os herpesvirus de repteis estão classificados dentro da subfamília 

Alphaherpesvirinae, junto com, os herpesvirus de mamíferos e aves e recentemente 

foi criado um novo gênero Scutavirus, cuja única espécie é o Chelonid 

alphaherpesvirus 5 (ChHV5) associado à fibropapilomatose de tartarugas marinhas. 
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Outro gênero, ainda sem denominação, cujo representante é o Chelonid 

alphaherpesvirus 6, está associado à doença Lung-eye-trachea (LETV), responsável 

por acometer pulmão, olho e traqueia de tartarugas marinhas (Curry et al. 2000, Ariel 

2011 e Monenzi et al.2016). Embora outros herpesvírus de testudines de águas 

salgadas já tenham sido descritos, como o ChHV1, associado à doença Grey Patch 

Disease (GPD) (Rebell et al. 1975), o ChHV2, o ChHV3 e o ChHV4, até a presente 

data não foram reconhecidos e nem classificados pelo ICTV (Monenzi et al.2016). 

Baseado no sequenciamento parcial do gene da DNA polimerase viral, 

quatro genótipos foram identificados como Testudinid herpesvirus 1 a 4 (TeHV-1 a 

TeHV-4) (Bicknese et al. 2010). Entre esses genótipos, o TeHV-3 parece ser o mais 

patogênico, e tem foi demonstrado que afeta várias espécies de testudines, com as 

do gênero Testudo sendo o mais sensível (Marschang 2014). As infecções por 

herpesvírus podem se manifestar com sinais agudos ou pode se tornar latente para 

o resto da vida do animal, ou até que o hospedeiro fique suficientemente. O 

diagnóstico dos Herpesvírus atualmente é feito por meio de ferramentas moleculares 

tais como Reação em Cadeia Polimerase (PCR) a partir de esfregaços ou órgãos, 

seguida de sequenciamento genético (Wellehan et al. 2004). 
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Resumo 

Conhecer as doenças infecciosas que acometem espécies selvagens é 

importante não só para a saúde e conservação das mesmas, mas também é de 
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serão consideradas, de acordo com correções ou sugestões propostas pela banca examinadora. As 

normas encontram-se disponíveis em:http://www.scielo.br/revistas/bn/iinstruc.htm 
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grande relevância para saúde pública e animal. Algumas espécies de testudines 

sofrem com declínio de suas populações por epidemias causadas por doenças 

infecciosas. A Podocnemis expansa possui alto potencial para exploração 

zootécnica, pelo alto valor econômico que agrega sua carne e seus subprodutos. 

Essa exploração relacionada com atividades antrópicas propicia o aumento do 

contato entre essas populações favorecendo a transmissão de doenças. Isso 

permite que espécies de patógenos causadores de doenças infectem novas 

populações de hospedeiros. Neste estudo, amostras de intestino de filhotes recém-

eclodidos de Podecnemis expansa, que foram coletadas no rio Araguaia e Crixás-

açu utilizando a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) para avaliar 

a presença da ocorrência de Rotavírus e Picobirnavirus e avaliar a ocorrência de 

Adenovirus e Herpesvírus através da amplificação por Reação em Cadeia 

Polimerase (PCR) e o sequenciamento. Das 43 amostras avaliadas nenhuma 

apresentou perfil eletroforético (EGPA) para os vírus de RNA testados. Nos testes de 

PCR, uma amostra apresentou bandas específicas para adenovírus e com uma 

sequencia similar a de símios. Em testudines, várias espécies estão sendo descritas 

com diferentes tipos de infecções para adenovírus e herpesvírus. Considerando que 

não há descrição prévia destes vírus em P. expansa e os fragmentos sequenciados 

de 300 pb para adenovírus, há possibilidade de estar diante da primeira descrição 

em Podocnemis expansa, mostrando a similaridade dos vírus de outros hospedeiros. 

Palavras chaves: vírus, vida selvagem, conservação, zoonoses, tartaruga-da-

amazônia. 
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Introdução 

A maioria das recentes emergências ou reemergências de doenças 

infecciosas é causada por diversos fatores como mudanças climáticas, redução de 

habitats naturais, caça, redução de presas e poluição (Grisotti 2010; Barbosa et al. 

2011 e Hoberg  2015), alterando as interações ecológicas entre patógenos e 

hospedeiros . Além do impacto que as doenças podem causar nas populações de 

animais selvagens, existe uma crescente preocupação com a transmissão de 

patógenos entre espécies, contribuindo para o aparecimento de epizootias ou 

mesmo zoonoses, por sobreposição entre habitats animais e humanos (da Silva 

Medeiros et al. 2015 e Komoto et al. 2016).  

A degradação ambiental vem contribuindo consideravelmente para o 

aparecimento ou surgimento de novas doenças. Uma infeccção causada por 

adenovirus do gênero Siadenovirus resultou em uma alta taxa de mortalidade (82%) 

em Indotestudo forsteni (Rivera et al. 2009), o mesmo vírus também foi encontrado 

em Manouria impressa e Geochelone platynota (Schumacher et al. 2012). Os 

herpesvírus foram isolados de indivíduos saudáveis ou doentes pertencentes a 

diversas espécies de testudines. O vírus Testudinid herpesvirus 3 (TeHV-3) afeta 

várias espécies de tartarugas, sendo as do gênero Testudo a mais sensível 

(Bicknese et al. 2010). A existência de infecções causadas por herpesvírus que 

exibam patogenicidade elevada são resultado de desequilíbrios que alteram a 

dinâmica vírus-hospedeiro (Davison 2013 e Pellett e Roizman 2013). O Rotavírus e 

Picobirnavírus são vírus de RNA de transmissão fecal-oral (Malik et al. 2014), 

relatados como zoonóticos. Alguns estudos de caracterização genômica já 
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descreveram algumas diversificações desses vírus envolvendo cepas humanas e 

animais (Gouvea et al. 1990; da Silva Medeiros et al. 2015 e Komoto et al. 2016). 

Em geral, infecções graves são observadas em animais imunossuprimidos, ou muito 

jovens, ou quando o vírus infecta um hospedeiro não natural (Marschang 2011 e 

Davison 2013).  

Algumas espécies de testudines sofrem com declínio de suas populações 

por epidemias causadas por doenças infecciosas (Rivera et al. 2009, Bicknese et al. 

2010 e Pellett e Roizman 2013). O declínio de populações que ocupavam grandes 

áreas no passado é motivo de alarme para aqueles que se preocupam não apenas 

com as tartarugas, mas também com a saúde e o bem estar dos rios e dos 

humanos. Assim, algumas espécies podem atuar como reservatórios, 

desempenhando um papel importante na manutenção de patógenos nas 

comunidades e sua transmissão para populações pequenas, causando declínios 

populacionais (Komoto et al. 2016). 

Neste estudo investigamos a presença de Rotavírus, Picobirnavirus 

Herpesvírus e Adenovírus em filhotes de Podocnemis expansa. Esta espécie esta 

entre os maiores componentes das redes tróficas dos rios, desempenhando 

importantes papéis nas funções vitais, como fluxo de energia, ciclagem de 

nutrientes, dispersão da vegetação ripária e manutenção da qualidade da água 

(Hahn 2005). Possui alto potencial para exploração zootécnica, pelo alto valor 

econômico que agrega sua carne e seus subprodutos (Malvasio 2001e Godoy et al. 

2010). O uso como fonte de proteína animal para a alimentação humana é antiga e 

originou-se com índios e ribeirinhos, tornando-se hábito alimentar e cultural (Alves 

2009; Mogollones et al. 2010 e Vogt 2008). Essa exploração relacionada com 
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atividades antrópicas propicia o aumento do contato entre essas populações 

favorecendo a transmissão de doenças. 

Acredita-se que as abordagens holísticas, levando em conta a "Saúde 

Única", isto é, saúde humana, animal e ambiental, para o manejo e mitigação de 

riscos de doenças infecciosas emergentes têm maior probabilidade de sucesso 

(Cunningham et al. 2017). Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar a presença 

de Rotavírus, Picobirnavirus, Herpesvírus e Adenovírus em amostras de intestino de 

filhotes recém-eclodidos de Podecnemis expansa, coletados no rio Araguaia e 

Crixás-açu.  

 

Material e Métodos 

Áreas de Estudo 

As áreas de estudo se localizam em dois grandes rios da bacia 

Tocantins/Araguaia (Figura 2), onde ocorrem desovas de P. expansa sob controle do 

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis/IBAMA – 

o rio Araguaia e Crixás-açu, no estado de Goiás. 

Os pontos de coleta as margens do rio Araguaia estão dentro da Área de 

Proteção Ambiental (APA) Meandros do Rio Araguaia, no município de São Miguel 

do Araguaia (13º17'49.0"S 50º36'16.5"W até 13º30'00.0"S 50º43'29.51"W). Sendo o 

maior tributário do rio Tocantins, nasce na Serra dos Caiapós, na divisa dos estados 

de Goiás e Mato Grosso, possui cerca de 2.600 km e desemboca no rio Tocantins 

na localidade de São João do Araguaia (Carvalho e Latrubesse 2004). No extremo 

nordeste do estado de Mato Grosso, o rio divide-se em dois braços, rio Araguaia, 
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pela margem esquerda, e rio Javaés, pela margem direita, formando assim a ilha de 

Bananal, a maior ilha fluvial do mundo. Os principais rios da região são os rios 

Araguaia, Rio Verde, Crixás Açu, Pintado e Riozinho (Magalhães Filho et al. 2013). 

Os pontos de coletas as margens do rio Crixás-açu estão em uma Área de 

Preservação Permanente (APP) (13°45,02’13’’S 49°56’21,52’’W até 13°25’44,21’’S 

50°33’’30,53’’W), no município de Mundo Novo. Este rio é um importante afluente da 

margem direita do rio Araguaia e drena áreas da Depressão do Araguaia. Nessa 

região, as atividades agropecuárias se intensificaram promovendo um aumento 

constante do desmatamento da vegetação nativa (Ribeiro 2016). Devido a uma 

constante inserção econômica da região que data do século XIX e que foi promovida 

basicamente pela expansão da fronteira agrícola sobre o Cerrado (Bayer 2010).  

A região possui vegetação de cerrado, variando de cerrado denso a ralo, 

de relevo plano o que favorece constantes alagamentos no período chuvoso 

(Magalhães Filho et al. 2013). Tipologias características de transição entre floresta 

amazônica e cerrado com grande diversidade de espécies ocorrentes nesses dois 

biomas. O Clima tropical quente semiúmido predominante, com temperaturas 

máximas de 38°C nos meses de agosto a setembro e mínima de 22°C em julho. 

Duas estações são bem marcadas, o verão (de novembro a abril) meses em que 

predominam as chuvas, e o inverno (maio a outubro) onde se marca o período da 

seca (Ribeiro 2016) (Figura 2). 
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Figura 1: Rio Crixás-açu, localizado no estado do Goiáis- Brasil, no 

período de seca (I) e chuvoso (II). Autor: Elaborada pelo autor. 

 

Coletas dos espécimes biológicos e tecido 

 Foram utilizados três filhotes eclodidos de cada ninho sendo o total de 10 

ninhos por temporada de desova e eclosão que ocorre de setembro a abril. As 

coletas se repetiram por duas temporadas consecutivas: 2016/2017 no rio Araguaia 

e 2017/2018 no rio Crixás-açu, totalizando 60 de filhotes eclodidos. 

Em campo, os animais foram eutanasiados com injeção de lidocaína 3%, via 

intratecal, e em seguida foi feita necropsia para retirada do intestino para a 

realização das análises virais, sendo que os mesmos foram congelados e 

armazenados no Laboratório de Saúde de Vida Selvagem na Universidade Vila 

Velha (UVV), autorizado pelo SISBIO com registro n° 50290 (Anexo 3) e pela 

Comissão de Ética da Universidade Vila Velha com registro n°357-2015 (Anexo 4). 
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As amostras do intestino foram analisadas no Laboratório de Microbiologia da 

Universidade Federal do Espírito Santo, campus São Mateus (CEUNES) e em 

seguida foram feitas as extrações do ácido nucléico.  

As extrações de DNA foram encaminhadas ao Laboratório de 

Microbiologia do Instituto de Pesquisa Médica Veterinária no Centro de Investigação 

Agrícola, da Academia de Ciências da Hungria para o sequenciamento genético.  

 

Processamentos das amostras 

Para a suspensão fecal foi utilizado aproximadamente 200mg de amostra 

fecal de cada animal e diluídas a uma concentração de 20% (g / 100 mL) de tampão 

Tris-Cálcio (Anexo 1). A extração de RNA e DNA virais foi realizada segundo Herring 

e colaboradores (1982) com modificações, utilizando como reagente TRIzol® 

seguindo as instruções do fabricante. 

A detecção de Rotavírus e Picobirnavírus após a extração de RNA, foi 

realizada segundo o procedimento proposto por Pereira et al. (1988), com algumas 

adaptações. A eletroforese em gel poliacrilamida (EGPA) foi realizada em gel 

descontínuo, constituído por um concentrador de 3,5% e um separador de 7% 

(Anexo 2). A corrida eletroforética foi realizada em cuba LVC 10 x 10 (Loccus) a uma 

tensão constante de 150 V e corrente elétrica inicial de 15 mA por aproximadamente 

2:00 horas. O gel foi corado pelo método de impregnação pela prata (Hering et al. 

1982).  A técnica é utilizada para identificar os vírus RNA que permite a detecção e 

identificação viral por meio dos eletroferótipos de cada gênero. 



á

gina 32/3 

32 
 

 

Para a detecção do Adenovírus, a partir da extração do DNA foi realizada 

a PCR seguida por nested-PCR utilizando os pares de iniciadores 

POL_OUT_RE/POL_OUT_FO e POL_IN_RE/POL_IN_FO, gerando fragmento de 

550 pb e 300 pb, respectivamente, de acordo com a descrição original de Wellehan 

et al. (2004) com ligeiras modificações. Para assegurar a gama ampla, que inclui 

todos os membros da família de adenovírus, iniciadores foram concebidos para 

atingir a região mais conservada do DNA viral, o gene DNA-polimerase. Os produtos 

foram submetidos à eletroforese em agarose a 1,5%. O sequenciamento direto dos 

produtos amplificados e purificados foi determinado com iniciadores internos 

apropriados. As sequências de DNA foram editadas usando o pacote Staden 

(Staden et al. 2000), avaliadas e comparadas a outras sequencias já depositadas no 

GenBank, usando o programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

Para a detecção do Herpesvírus, a partir da extração do DNA foi realizada 

a PCR seguida por nested-PCR com base na amplificação parcial da sequência do 

gene da DNA polimerase utilizando o conjunto de primers ChHV-1 e ChHV-2, 

gerando fragmento 404 pb e 244 pb, respectivamente, de acordo com Monenzi 

(2016).  Também foi utilizado o conjunto de primers TeHV3-1 e TeHV3-2 com 225 

pb. Os produtos foram submetidos à eletroforese em agarose a 1,5%. 

 

Resultados  

Na temporada 2016/2017 no rio Araguaia foram coletados 23 filhotes recém-

eclodidos e na temporada de 2017/2018 no rio Crixás-açu 20 filhotes recém-

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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eclodidos, totalizando 43 amostras. Acompanhamos a desova para a proteção dos 

ninhos e após, aproximadamente, 60 dias de incubação retornamos para a eclosão e 

captura dos recém-nascidos, sendo que alguns desses ninhos foram predados. 

Posteriormente, os animais foram eutanasiados com injeção de lidocaína 3%, via 

intratecal, e em seguida foi feita necropsia para retirada do intestino para a 

realização das análises virais. 

Todas as amostras apresentaram resultados negativos para os RNA dos vírus 

aqui estudados. Em todos os géis preparados, em nenhuma das amostras 

analisadas pela técnica EGPA foi observado perfis eletroforéticos para Rotavírus ou 

Picobirnavirus. 

As extrações de DNA foram encaminhadas ao Instituto de Pesquisa Médica 

Veterinária, da Academia de Ciências da Hungria para os testes de PCR e 

sequenciamento para detecção dos adenovírus. Nos testes de PCR, seguido por 

nested-PCR de cada amostra de intestino, em uma amostra VS 447 apresentou 

bandas específicas para adenovírus (Tabela 1). E a partir do sequenciamento do 

gene DNA-polimerase, as sequencias de nucleotídeos gerados tiveram fragmento de 

300 pb. Em seguida foram avaliadas e comparadas usando o programa BLAST que 

se confirmou com 96% de identidade adenovírus sismio da espécie, Simian 

mastadenovirus1 (SAdV-1) em um exemplar de P. expansa a partir de amostra de 

intestino.  

Nos testes de PCR, seguido por nested-PCR para detecção dos herpesvírus 

de cada amostra de intestino, foram observadas 5 amostras com bandas 

especificas, com peso esperado de 404 pb, 244 pb e 225 pb e também bandas 
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inespecíficas. A amostra VS 468 apresentou bandas na PCR e nested-PCR, as 

outras apresentaram bandas apenas na nested-PCR. Foram realizadas contraprovas 

no laboratório do Instituto de Pesquisa Médica Veterinária no Centro de Investigação 

Agrícola, da Academia de Ciências da Hungria e nenhuma amostra apresentou 

bandas especificas.  

 

Tabela 1: Resultados das análises de RNA de Rotavírus e Picobirnavírus, 

utilizando a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e detecção de DNA de 

Adenovírus e Herpesvírus, por PCR em amostras de intestino de Podocnemis expansa. 

Vírus Araguaia Crixás-açu 

Rotavírus - - 

Picobirnavírus - - 

Adenovírus - + 

Herpesvírus - - 

(-) negativo, (+) positivo  

 

 

Discussão 

A P. expansa é uma espécie com ampla distribuição geográfica, incluindo 

áreas fora do Brasil. Grandes populações podem ser encontradas onde suas áreas 
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de desova são protegidas, como é o caso da Reserva Biológica Abufari (AM) e da 

Reserva Biológica do rio Trombetas (PA) (Cantarelli 2006). Ataídes et al. (2010), 

afirmam em seu estudo que P. expansa está entre as espécies mais consumidas 

pelos ribeirinhos e assentados da região do entorno do Parque Nacional do 

Araguaia-TO, afirma também que seus ovos são consumidos e este consumo está 

associado a cultura de muitas comunidades tradicionais (pescadores, ribeirinhos, 

caboclos, quilombolas, entre outros), aspecto relacionado provavelmente pela 

facilidade de captura desses animais no período de desova, quando saem em 

grandes grupos para nidificação. Devido a esta alta predação de P. expansa, a 

International Union for Conservation of Nature classificou a espécie em alto risco de 

extinção, mas graças a programas de conservação no ano de 2016 se apresenta em 

menor risco de extinção, mas que depende intimamente de métodos de 

conservação, para que futuramente não ocorra a extinção da espécie (IUCN 2016). 

Entre todas as famílias de vírus descritas em animais, apenas seis ocorrem 

em testudines (Mader e Divers 2013). Duas delas são bem documentadas em 

tartarugas marinhas, Herpesviridae e Papillomaviridae (Herbst et al. 2004 e Work et 

al.  2014) e, novos estudos estão sendo realizados com quatro outras famílias: 

Iridoviridae, Reoviridae, Retroviridae, Adenoviridae e Togaviridae (Alfaro et al. 2010; 

Benko et al. 2005 e Farkas et al. 2009). Estudos envolvendo Rotavírus e 

Picobirnavírus em espécies selvagens livres são poucos. Para o melhor 

conhecimento, o presente estudo é o pioneiro na investigação de Rotavírus e 

Picobirnavírus em P. expansa no centro oeste do Brasil. 
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O uso da técnica PAGE para a detecção do vírus RNA é um dos métodos 

mais utilizados (Pereira et al.1988). Utilizada para amostras de animais e humanos, 

a técnica permite a visualização do perfil eletroforético de qualquer grupo Rotavírus 

e Picobirnavírus (Pereira et al.1988 e Gouvea et al. 1990). O PAGE seguido de 

coloração com nitrato de prata também é usado em vários estudos (Haga et al. 

1999; Fregolente et al. 2009 e Santos et al. 2017), por ser sensível para detecção de 

segmentos genômicos e caracterização do eletroferogrupo desses vírus (Pereira et 

al. 1988). No entanto, todas as amostras testadas no presente estudo apresentaram 

resultados negativos, o que pode estar relacionado à baixa carga viral ou não estava 

em viremia, o que não deve ser descartado.  

Em geral, os Rotavirus são frequentemente específicos da espécie. No 

entanto, a disseminação do rotavírus que afeta animais domésticos e humanos para 

espécies silvestres tem sido facilitada (Monteiro et al. 2015) principalmente pelo 

aumento da fragmentação e perda de habitat, resistência do vírus ao meio ambiente 

e sua capacidade fecal-oral (Daszak et al. 2001 e Monteiro et al. 2015). Vários 

estudos de caso indicam infecção por cepas de rotavírus humanos em animais, 

assim Tsugawa e Hoshino 2008; como o inverso também é verdadeiro (Otsyula et al. 

1996; Ng et al. 2014; Gouvea et al. 1990; Das et al.1993; Matthijnssens et al. 2008; 

Komoto et al. 2016 e Jamnikar-Ciglenecki et al. 2016). O Picobirnavírus já foi 

encontrado em amostras de fezes de diferentes hospedeiros mamíferos, incluindo o 

homem, aves e répteis. São descritos vários estudos de detecção e/ou 

caracterização molecular encontrado em diversas espécies, em répteis, esses vírus 

foram encontrados em diferentes espécies de serpentes (Fregolente et al. 2009). 



á

gina 37/3 

37 
 

 

Nossa hipótese de que há ocorrência de sequências do genoma de vírus 

entéricos em Podocnemis expansa, foi aceita, assim foi encontrado vírus nas 

amostras de intestino. A partir dos resultados preliminares, sugestivos de casos 

positivos que foram enviados para confirmação no laboratório de Microbiologia da 

Academia de Ciências da Hungria, confirmando a presença de adenovírus no 

intestino do animal. A amplificação do gene DNA-polimerase, foi possível identificar 

a presença de adenovírus do gênero Mastadenovirus. O vírus detectado, a partir do 

sequenciamento com sequência de 300 pb foram avaliadas e comparadas usando o 

programa BLAST classificado como adenovírus da espécie simio, Simian 

mastadenovirus1 (SAdV-1).  

Nos últimos anos surgiram várias evidências que apoiam potenciais eventos 

de transmissão de adenovírus entre diferentes espécies de hospedeiros (Ersching et 

al. 2010; Xiang et al. 2006; Chen et al. 2011e Chiu et al. 2013). As infecções por 

adenovírus podem ser acompanhadas por letargia, esofagite, hepatite ou 

gastroenterite (Ariel 2011). No entanto, a patogenicidade dos adenovírus nos reptéis 

pode variar dependendo do tipo de vírus e do hospedeiro (Rivera et al. 2009). 

Os adenovírus têm sido descritos como patógenos oportunistas em muitas 

espécies animais, especialmente quando fatores adicionais (particularmente 

infecções concomitantes) afetam a saúde do hospedeiro; no entanto, alguns tipos de 

adenovírus pode ter um papel patogênico primário (Ariel 2011). Em testudines, 

diferentes tipos de infecções têm sido descritas, foi relatado em Indotestudo 

forsteniie (Rivera et al. 2009) e Manouria impresso (Schumacher et al. 2012) o vírus 

que pertenciam ao gênero Siadenovirus. Em outras espécies, como Malacochersus 
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tornieri, Terrapen carolina carolina, Trachemys scripta elegans e T. scripta scripta  

foram isoladas uma nova linhagem de adenovírus e esta  sendo proposto como um 

novo gênero (Doszpoly et al. 2013 e Garcia-Morante et al. 2016). 

Quanto as espécies de SAdVs, o International committee on taxonomy of 

virus (ICTV) reconhece a existência de uma espécie, Simian mastadenovirus A 

(SAdV-A), que engloba 7 tipos (Harrach et al. 2011 e Harrach 2014). Porém, nos 

últimos anos, têm sido obtidas sequências genômicas completas de SAdVs 

anteriormente isolados e identificados e caraterizados inúmeros novos AdVs apartir 

de primatas em cativeiro e no seu habitat natural (Bányai et al. 2010; Chen et al. 

2011; Chiu et al. 2013; Foytich et al. 2014; Malouli et al.2014; Pantó et al. 2015 e 

Seimon et al. 2015). O genoma do SAdV-1 foi isolado em Macaca fascicularis 

pertence à espécie HAdV-G (Kovács et al. 2005), juntamente com um adenovírus 

humanos (HAdV) tipo, HAdV-52 sendo o único membro de origem humana da 

espécie HAdV-G (Jones et al. 2007). 

Uma vez que esses animais foram coletados dentro dos ninhos, não tendo 

contado com meio externo, o vírus possivelmente foi transmitido da mãe para o 

filhote, sendo uma transmissão vertical. Diante do exposto e sabendo que a 

transmissão do vírus ocorre principalmente por via fecal-oral, é provável que a mãe 

esteve em contato com vírus símio pela contaminação da água, sendo uma 

contaminação ambiental (Figura 2). Evidenciando o contato de P. expansa com vírus 

de origem símio, pois os fragmentos apresentaram alto grau de similaridade para 

SAdV-1. 
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Figura 2: Indíviduo da espécie Sapajus sp. tomando água no rio Crixás-açu, 

evidenciando o contato de primatas e o ambiente onde vivem as Podocnemis 

expansa. Autor: Elaborada pelo autor. 

 

Os adenovírus são considerados agentes infeciosos muito resistentes às 

condições ambientais. São resistentes a secreções gástricas e biliares, podendo ser 

excretados em grande quantidade nas fezes (Lion 2014). Logo, essa espécie de 

testudine possivelmente pode atuar como um agente disseminador do vírus, uma 

vez que o vírus tem sido eliminado nas amostras e que possivelmente contaminam o 

ambiente. O uso da P. Expansa como fonte de proteína animal e seus ovos para a 

alimentação humana é um hábito alimentar e cultural (Ataídes 2010), assim essa 

exploração propicia o aumento do contato entre essas populações favorecendo a 

transmissão de doenças.  

Dos resultados para o herpesvírus apresentados nesta pesquisa, as 

amostras apresentaram resultados negativos para teste de PCR. Em tartarugas 

marinhas a transmissão vertical, não foi devidamente estudada ainda. Em recente 
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estudo, foi verificada a presença de DNA de um herpesvírus em 1 fêmea entre 41 

analisadas. Foram analisados também 59 filhotes de 6 diferentes ninhos, inclusive 

da fêmea positiva, e foram negativos. (Alfaro-Núñez et al. 2014). Esse vírus já foi 

isolado de indivíduos saudáveis ou doentes pertencentes a várias espécies de 

testudines, têm sido descritas em Testudo hermanni, T. horsfieldii, T. graeca , T. 

marginata, Gopherus agassizii, Geochelone pardalis e Geochelone chilensis (Harper 

et al. 1982; Jacobson et al. 1985; Pettan-Brewer et al. 1996; Drury et al. 1998 e Muro 

et al.1998).  No entanto, todas as amostras testadas no presente estudo 

apresentaram resultados negativos, o que pode estar relacionado à baixa carga viral 

ou não estava em viremia, o que não deve ser descartado.  

 

Conclusão 

Amostras de intestino de filhotes recém-eclodidos de P.expansa na região 

dos rios Araguaia e Crixás Açu não foram positivas para Rotavírus ou Picobirnavírus. 

Considerando que não há descrição prévia destes vírus em P. expansa e 

que os fragmentos sequenciados de 300 pb para adenovírus, há possibilidade de 

estar diante da primeira descrição em P. expansa, mostrando a similaridade dos 

vírus de outros hospedeiros. Sendo provavelmente uma contaminação ambiental, o 

vírus possivelmente foi transmitido da mãe para o filhote, assim há possibilidade 

destes animais selvagens estarem vulneráveis a estes vírus. Mais estudos com 

números amostrais maiores, além de avaliação dos ovos poderão elucidar melhor se 

há transmissão vertical. 
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O uso da P. Expansa como fonte de proteína animal e seus ovos para a 

alimentação humana é um hábito cultural, assim essa exploração propicia o aumento 

do contato entre essas populações favorecendo a transmissão desses patógenos. 

Sabe-se que investigações de doenças infecciosas são escassas, especialmente 

para a espécie P. expansa, o que nos leva à necessidade de melhorias nas 

investigações e controle de vírus em animais selvagens com implementação de 

estudos como este, devido à carência de dados, a fim de conhecer e entender as 

circulações virais que acomete as espécies.  
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A ocorrência de doenças infecciosas que acometem espécies selvagens 

vem sendo relatada como uma importante ameaça para a conservação, causando 

sérios problemas à saúde única (Heard, 2013 e Komoto et al., 2016). Algumas 

espécies de testudines sofrem com declínio de suas populações por epidemias 
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causadas por doenças infecciosas (Rivera et al., 2009; Bicknese et al,. 2010 e 

Marschang, 2011). O declínio de populações que ocupavam grandes áreas no 

passado é motivo de alarme para aqueles que se preocupam não apenas com as 

tartarugas, mas também com a saúde e o bem estar dos rios e dos humanos. Uma 

infeccção causada por adenovirus do gênero Siadenovirus resultou em uma alta taxa 

de mortalidade (82%) em Indotestudo forsteni (Rivera et al,. 2009), o mesmo vírus 

também foi encontrado em Manouria impressa e Geochelone platynota (Schumacher 

et al., 2012). 

A Podocnemis expansa esta entre os maiores componentes das redes 

tróficas dos rios, desempenhando importantes papéis nas funções vitais do 

ecossistema (Mogollones et al., 2010). Possui alto potencial para exploração 

zootécnica, pelo alto valor econômico que agrega sua carne e seus subprodutos 

(Salera Júnior, Portelinha, e Malvasio, 2009 e Godoy et al., 2010). Essa exploração 

relacionada com atividades antrópicas propicia o aumento do contato entre essas 

populações favorecendo a transmissão de doenças. Portanto, o objetivo deste 

estudo foi investigar a presença de Adenovírus em amostras de intestino de filhotes 

recém-eclodidos de Podecnemis expansa, coletados no rio Araguaia e Crixás-açu. 

Um total de 43 filhotes recém-eclodidos avaliados, capturados 

manualmente no rio Araguaia (13º17'49.0"S 50º36'16.5"W até 13º30'00.0"S 

50º43'29.51"W) e no rio Crixás-açu (13°45,02’13’’S 49°56’21,52’’W até 

13°25’44,21’’S 50°33’’30,53’’W), no estado de Goiás Brasil. Em campo, os animais 

foram eutanasiados com injeção de lidocaína 3%, via intratecal, e em seguida foi 

feita necropsia para retirada do intestino para a realização das análises virais. As 
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amostras do intestino foram analisadas no Laboratório de Microbiologia da 

Universidade Federal do Espírito Santo, campus São Mateus (CEUNES). As 

amostras de intestinos foram submetidas à técnica de suspensão se utilizou 

aproximadamente 200mg de amostra de cada animal, estas foram maceradas e 

diluídas a uma concentração de 20% (g / 100 mL) de tampão Tris-Cálcio. A extração 

do DNA viral foi realizada, utilizando o reagente TRIzol® seguindo as instruções do 

fabricante. 

 

A partir da extração do DNA foi realizada a PCR seguida por nested-PCR 

de acordo com a descrição original de Wellehan et al. (2004) com ligeiras 

modificações, gerando fragmento de 550 pb e 300 pb utilizando  pares de iniciadores 

do gene DNA-polimerase específico para detecção de Adenovírus.Os produtos 

foram submetidos à eletroforese em agarose a 1,5%. O sequenciamento direto dos 

produtos amplificados e purificados foi determinado com iniciadores internos 

apropriados. As sequências de DNA foram editadas usando o pacote Staden 

(Staden et al., 2000), avaliadas e comparadas a outras sequencias já depositadas no 

GenBank, usando o programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

Dos resultados preliminares, sugestivos de casos positivos que foram 

enviados para confirmação no laboratório de Microbiologia da Academia de Ciências 

da Hungria, confirmando a presença de adenovírus no intestino do animal. O 

resultado da amplificação gerou uma sequência de 300 pb, classificado com alto 

grau de similaridade com 96% de identidade  para adenovírus da espécie simio, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Simian mastadenovirus1 (SAdV-1), quando avaliada e comparada usando o 

programa BLAST.  

 

O vírus encontrado em amostra de intestino de filhote pode evidenciar 

uma transmissão vertical. Diante do exposto, uma vez que a transmissão do vírus 

ocorre principalmente por via fecal-oral, é provável que a mãe esteve em contato 

e/ou apresentava uma possível infecção com uma cepa de alta similaridade com o 

SAdV1. Um ponto importante e não se pode descartar é a possibilidade da 

progenitora ter se contaminado com o próprio SAdV1,  indicando que esta cepa pode 

contaminar não somente mamíferos mas répteis. A carne e os ovos de P. Expansa 

tem sido utilizada como fonte de proteína animal para a alimentação humana há 

alguns anos, caracterizando como um hábito alimentar e cultural (Ataídes, Malvasio 

e Parente, 2010). Essa exploração propicia o aumento do contato entre essas 

populações favorecendo a transmissão de doenças. 

 

Nos últimos anos surgiram várias evidências que apoiam potenciais 

eventos de transmissão de adenovírus entre diferentes espécies de hospedeiros 

(Xiang et al., 2006; Ersching et al., 2010; Chen et al., 2011 e Chiu et al., 2013). Os 

adenovírus têm sido descritos como patógenos oportunistas em muitas espécies 

animais, especialmente quando fatores adicionais (particularmente infecções 

concomitantes) afetam a saúde do hospedeiro; no entanto, alguns tipos de 

adenovírus pode ter um papel patogênico primário (Ariel, 2011). Os adenovírus são 

considerados agentes infeciosos muito resistentes às condições ambientais. São 

resistentes a secreções gástricas e biliares, podendo ser excretados em grande 
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quantidade nas fezes (Lion, 2014). Logo, essa espécie de testudine possivelmente 

também pode atuar como um agente disseminador do vírus, uma vez que o vírus foi 

encontrado no intestino e pode ser eliminado nas fezes.  

 

Considerando que não há descrição prévia destes vírus em P. expansa e 

que os fragmentos sequenciados de 300 pb para adenovírus, há possibilidade de 

estar diante da primeira descrição em P. expansa, mostrando a similaridade dos 

vírus de outros hospedeiros. Mais estudos com números amostrais maiores, além de 

avaliação dos ovos poderão elucidar melhor se há transmissão vertical. 

Investigações de doenças infecciosas são escassas, especialmente para a espécie 

P. expansa, o que nos leva à necessidade de melhorias nas investigações e controle 

de vírus em animais selvagens com implementação de estudos como este, a fim de 

conhecer e entender as circulações virais que acomete as espécies. 
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4-ANEXOS 

1- Tampão tris-cálcio 

Tris base 0,01 M ....................................................................................... 1,21 g 

Cloreto de cálcio 0,0015 M ...................................................................... 0,22 g 

Água destilada q.s.p............................................................................... 1000 ml 

 

2 - Soluções para o preparo do gel de poliacrilamida 

2.1 Gel concentrador 3,5% 

Acrilamida/Bis-acrilamida ........................................................................ 0,14 ml 

UpperTRIS ................................................................................................ 0,5 ml 

Água destilada .......................................................................................... 1,5 ml 

Persulfato de amônio ................................................................................. 50 μL 

TE ED ...................................................................................................... 10 μL 

2.1.1 Acrilamida/Bis-acrilamida 

Bis-acrilamida .............................................................................................. 1,3 g 

Acrilamida ..................................................................................................... 50 g 

Água destilada q.s.p ...................................................................................100 ml 

2.1.2 Upper TRIS 

TRIS (Base) ............................................................................................... 6,06 g 

HCl concentrado ............................................................................... q.s.p pH 6,8 

Água destilada ................................................................................. q.s.p 100 ml 

2.1.3 Persulfato de amônio (20 mg/mL) 

Persulfato de amônio ................................................................................. 20 mg 

86 

Água destilada .................................................................................. q.s.p. 1,0 ml 

2.2 Gel separador 7% 

Acrilamida/Bis-acrilamida ........................................................................ 1,02 ml 

LowerTRIS .............................................................................................. 1,75 ml 

Água destilada ........................................................................................ 4,02 ml 

Persulfato de amônio .............................................................................. 200 μL 
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TE ED ........................................................................................................ 10 μL 

3.2.1 Lower TRIS 

TRIS (Base) ............................................................................................. 18,17 g 

HCl concentrado .............................................................................. q.s.p. pH 8,8 

Água destilada .................................................................................. q.s.p 100 ml 

2.3 Etanol 10% - ácido acético 0,5% 

Etanol .......................................................................................................... 10 ml 

Ácido acético .............................................................................................. 0,5 ml 

Água destilada ................................................................................. q.s.p. 100 ml 

2.4 Nitrato de prata 

Nitrato de prata ....................................................................................... 0,185 g 

Água destilada ................................................................................ q.s.p. 100 ml 

2.5 Solução reveladora 

NaOH ........................................................................................................ 3,75 g 

Formaldeído (40%) .................................................................................. 0,95 ml 

Água destilada ................................................................................. q.s.p. 125 ml 

2.6 Ácido acético 5% 

Ácido acético .............................................................................................. 5,0 ml 

Água destilada ................................................................................. q.s.p. 100 ml 
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3- Autorização  para atividades com finalidade cientifica 

 

 

   

 
 

 

 

 

 

Cronograma de atividades 
# Descrição da atividade Início (mês/ano) Fim (mês/ano) 

1 Desenvolvimento da pesquisa, seja pela coleta de animais e ovos em campo, ou desenvolvimento do expe 10/2015 03/2019 

 
 

1 
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou jurídica estrangeira, em todo o território nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e 

materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biológicos e minerais, peças integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, 

obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, à difusão ou à pesquisa, estão sujeitas a autorização do Ministério de Ciência e Tecnologia. 

 
2 

Esta autorização NÃO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuências previstas em outros instrumentos legais, bem 

como do consentimento do responsável pela área, pública ou privada, onde será realizada a atividade, inclusive do órgão gestor de terra indígena (FUNAI), da 

unidade de conservação estadual, distrital ou municipal, ou do proprietário, arrendatário, posseiro ou morador de área dentro dos limites de unidade de conservação 

federal cujo processo de regularização fundiária encontra-se em curso. 

 

3 

Este documento somente poderá ser utilizado para os fins previstos na Instrução Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrução Normativa ICMBio n° 10/2010, no que 

especifica esta Autorização, não podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biológico coletado deverá ser utilizado para atividades 

científicas ou didáticas no âmbito do ensino superior. 

4 
A autorização para envio ao exterior de material biológico não consignado deverá ser requerida por meio do endereço eletrônico www.ibama.gov.br (Serviços on-line - 
Licença para importação ou exportação de flora e fauna - CITES e não CITES). 

 

5 
O titular de licença ou autorização e os membros da sua equipe deverão optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possível, 

ao grupo taxonômico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforço de coleta ou captura que não comprometa a viabilidade 

de populações do grupo taxonômico de interesse em condição in situ. 

 

6 

O titular de autorização ou de licença permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violação da legislação vigente, ou quando da inadequação, 

omissão ou falsa descrição de informações relevantes que subsidiaram a expedição do ato, poderá, mediante decisão motivada, ter a autorização ou licença 

suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislação brasileira em vigor. 

 

7 

Este documento não dispensa o cumprimento da legislação que dispõe sobre acesso a componente do patrimônio genético existente no território nacional, na 

plataforma continental e na zona econômica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimônio genético, para fins de pesquisa científica, 

bioprospecção e desenvolvimento tecnológico. Veja maiores informações em www.mma.gov.br/cgen. 

8 
Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAÇÃO, o pesquisador titular desta autorização deverá contactar a administração da unidade a fim de CONFIRMAR 
AS DATAS das expedições, as condições para realização das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade. 

 
Locais onde as atividades de campo serão executadas 

# Município UF Descrição do local Tipo 

1 
 

TO 
ÁREA DE PROTEÇÃO AMBIENTAL MEANDROS DO RIO 
ARAGUAIA 

UC Federal 

 
Atividades X Táxons 

# Atividade Táxons 
1 Captura de animais silvestres in situ Podocnemis expansa 

2 Coleta/transporte de amostras biológicas in situ Podocnemis expansa 

3 Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Podocnemis expansa (*Qtde: 300) 

4 
Manutenção temporária (até 24 meses) de vertebrados silvestres 
em cativeiro 

Podocnemis expansa 

5 
Observação e gravação de imagem ou som de taxon em UC 
federal 

Podocnemis expansa 

 

 

 

Número: 50290-1 Data da Emissão: 21/03/2016 09:50 Data para Revalidação*: 20/04/2017 

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorização tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, 

mas deverá ser revalidada anualmente mediante a apresentação do relatório de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias a 

contar da data do aniversário de sua emissão. 

Nome: Alexandra Frossard CPF: 094.084.737-01 

Título do Projeto: Efeito da ecotoxicológicos em Podocnemis expansa expostas à compostos de defensivos agrícolas  

Nome da Instituição : SOCIEDADE EDUCACIONAL DO ESPIRITO SANTO - UVV CNPJ: 27.067.651/0001-

55 

 

http://www.ibama.gov.br/
http://www.mma.gov.br/cgen
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Autorização para atividades com finalidade científica 
 

Número: 50290-1 Data da Emissão: 21/03/2016 09:50 Data para Revalidação*: 20/04/2017 

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorização tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, 

mas deverá ser revalidada anualmente mediante a apresentação do relatório de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias 

a contar da data do aniversário de sua emissão. 

 

 
 

Material e métodos 
1 Amostras biológicas (Répteis) Ovos 

2 Método de captura/coleta (Répteis) Coleta manual 

3 Método de marcação (Répteis) Corte de escudos marginais 

 
Destino do material biológico coletado 

# Nome local destino Tipo Destino 

1 SOCIEDADE EDUCACIONAL DO ESPIRITO SANTO - UVV  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Autorização para atividades com finalidade científica 
 

Número: 50290-1 Data da Emissão: 21/03/2016 09:50 Data para Revalidação*: 20/04/2017 

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorização tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto, 

mas deverá ser revalidada anualmente mediante a apresentação do relatório de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias 

a contar da data do aniversário de sua emissão. 

 

 
 

Nome: Alexandra Frossard CPF: 094.084.737-01 

Título do Projeto: Efeito da ecotoxicológicos em Podocnemis expansa expostas à compostos de defensivos agrícolas 

Nome da Instituição : SOCIEDADE EDUCACIONAL DO ESPIRITO SANTO - UVV CNPJ: 27.067.651/0001-55 

Nome: Alexandra Frossard CPF: 094.084.737-01 

Título do Projeto: Efeito da ecotoxicológicos em Podocnemis expansa expostas à compostos de defensivos agrícolas  

Nome da Instituição : SOCIEDADE EDUCACIONAL DO ESPIRITO SANTO - UVV CNPJ: 27.067.651/0001-55 
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Registro de coleta imprevista de material biológico 

 
 

 
Táxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data 

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

* Identificar o espécime no nível taxonômico possível.

De acordo com a Instrução Normativa nº 03/2014, a coleta imprevista de material biológico ou de 

substrato não contemplado na autorização ou na licença permanente deverá ser anotada na mesma, em campo 

específico, por ocasião da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatório de 

atividades. O transporte do material biológico ou do substrato deverá ser acompanhado da autorização ou da 

licença permanente com a devida anotação. O material biológico coletado de forma imprevista, deverá ser 

destinado à instituição científica e, depositado, preferencialmente, em coleção biológica científica registrada no 

Cadastro Nacional de Coleções Biológicas (CCBIO). 
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4- Comissão de Ética da Universidade Vila Velha (CEUA) 

 

 


