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INTRODUGAO GERAL

A fibropapilomatose das tartarugas-verdes é uma neoplasia infeciosa emergente
panzodtica que acomete especialmente as tartarugas-marinhas da espécies Chelonia mydas. Sua
prevaléncia alta e seu carater debilitante a colocam como a principaldoenca que afeta a sobrevivéncia
das tartarugas-verdes (HERBST, 1994). Este tema foi abordado no capitulo 1 desta tese, uma profunda
e abrangente revisao bibliografica abordando os aspectos patolégicos, epidemiolégicos, imunoldgicos

e ambientais da fibropapilomatose.

Um aspecto recorrente nas publicacdes sobre a fibropapilomatose é o fato da doenca
ocorrer mais em areas poluidas, costeiras e com baixo hidrodinamismo, ou seja, areas mais insalubres
do ambiente marinho (HERBST, 1994; SANTOS et al., 2010; VAN HOUTAN; HARGROVE; BALAZS, 2010).
Por exemplo, no Atol das Rocas ndo ha nenhum caso de fibropapilomatose confirmado desde que se
comecou a avaliar a ocorréncia da doenca no Brasil. No Parque Nacional Marinho dos Abrolhos, Bahia,
encontramos 3 tartarugas com FP entre 51 capturadas em 2013. Enquanto isso, em Vitdria, Espirito
Santo a doenga alcanga 58% de prevaléncia (SANTOS et al., 2010). O mesmo ocorrendo em quase toda
costa brasileira, de acordo com o Unico estudo epidemiolégico amplo feito no Brasil (BAPTISTOTTE,

2007), mas que necessita de atualizagdo pois compreende apenas o periodo 2000-2005.

Para se compreender essa “predilecdo” da FP por dareas poluidas, o estudo dos
contaminantes com potencial de contribuir com a doenca é fundamental.Recentemente, se excluiu a
relacdo entre pesticidas e outros poluentes organicos como causadores ou indutores da doenca
(KELLER et al., 2014). No grupo dos poluentes organicos, falta explorar os derivados do petrdleo que
sdo cancerigenos, os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP). O risco imposto pelo
desenvolvimento dasatividades petroliferas na costa brasileira e a caréncia de informacdes cientificas

sobre a influéncia dos HAP sobre a fauna marinha ensejaram a realizacdo desta tese.

A literatura sobre os impactos dos HAP sobre o ambiente marinho provém
principalmente de estudos feitos a reboque dos grandes acidentes ambientais envolvendo petréleo
no mundo. E uma caracteristica comum a muitos paises, inclusive os mais desenvolvidos, ndo
possuirem uma atitude preventiva em relacdo aos derrames de 6leo, assim, a maior parte das
informacdes técnicas refere-se a contextos pés-derrame, ndo havendo parametros de normalidade

para se avaliar o efeito desses impactos. Os



esforcos de contencado, remocao e limpeza biliondrios, ndo sdo suficientes para provocaruma postura
preventiva, especialmente no que diz respeito ao conhecimento prévio do ambiente marinho e suas
caracteristicas ecoldgicas. Por exemplo, o maior derrame de 6leo ocorrido nos EUA foi o da plataforma
da BP, Deepwater Horizon, no golfo do Méxicoem 2010 de onde vazaram durante 3 meses 4,1 milhdes
de barris de dleo cru (REDDY et al., 2012). A mancha atingiu a costa do estado da Louisiana causando
grande impacto ecoldgico. S6 com atividades de limpeza, a empresa gastou 14 bilhGes de ddlares e
também teve que pagar uma multa do mesmo valor. Com o ocorrido, muito se discutiu epromessas
foram feitas para aumentar a seguranca ambiental da atividade, mas até hojenada saiu do papel.
Recentemente, houve a explosdao no navio plataforma FPSO Cidade de Sdao Mateus, no dia 11 de
dezembro de 2014, na costa de Aracruz, no Espirito Santo com 6 mortos e outros desaparecidos, mas

sem derrame de 6leo. O risco de um derramena costa do Espirito Santo é real e iminente.

Para se medir o grau de recupera¢do apdés um impacto, é preciso saber comoera o
ambiente antes. Caso contrario, corre-se o risco de se desperdicar esfor¢cos desnecessdrios ou pior,
minimizar os esforcos quando na verdade sdo necessarios (MCDONALD; ERICKSON; MCDONALD,
2000). Conhecer os niveis basais de contaminacdopor 6leo e seus componentes nos ambientes mais

sujeitos a derrames ou impactos crénicos é importante. Por essa razao, relatar os niveis sanguineos

de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) em tartarugas marinhas de diferentes areas
contribui para se ter uma linha de base e medir a que grau de contaminagdo as tartarugas estdo
expostasna costa brasileira. Para contribuir com esse tema descrevemos no capitulo 2 desta tese as
concentragdes plasmaticas de HAPs em tartarugas-verdes juvenis de trés dreas de alimentagao no

Brasil com graus distintos de impacto antrépico.

A pergunta que este trabalho procura responder é se os HAP influenciam naocorréncia
da FP. Porém, baseado na capacidade de detoxificacdo destes vertebrados através dos sistemas
enzimaticos oxidativos, a hipdtese que defendemos é que essa influéncia ndo existe, apesar do efeito
carcinogénico desses compostos (ALBERS; LOUGHLIN, 2003). Se for comprovada, podemos partir para
“navegar” no contexto ecolégico da transmissdo da doenca e na relagdo hospedeiro-parasita do
herpesvirus associado a FP e ficamos menos a deriva em rela¢do ao efeito desse grupo de poluentes.
Ainda assim, caso encontre niveis detectdveis destes poluentes no sangue das tartarugas nas
diferentes areas estudadas, devemos pensar em usd-las como bioindicadores da presenca de PAH

no ambiente marinho (AGUIRRE; LUTZ, 2004). Neste contexto, no



capitulo 3, avaliamos as concentracdes plasmaticas de HAPs em tartarugas-verdes juvenis com
diferentes graus de acometimento por FP de uma drea de alimentacdo no Espirito Santo. Os resultados
nao confirmam uma participacdo dos HAP na ocorréncia da doenca,mas revelam possiveis implicacdes

dos niveis de HAP sobre a salde geral dos individuos acometidos e consequentemente, da populagao.

Aos poucos vamos aprendendo mais sobre a FP e a medida que avangamos,a névoa que
cobre a doenca vai se dissipando e revelando seu carater infeccioso panzoético, e talvez sujeito a
outros dogmas epidemiolégicos que o ambiente marinho oculta. Se considerarmos a escala temporal
biolégica das tartarugas marinhas, menos de3 geracdes se passaram desde 1938, quando a FP foi
relatada e podemos ainda estar assistindo ao inicio dessa epizootia, ou ndo. Quem sabe ao seu
declinio, como observado no Havai (CHALOUPKA; BALAZS; WORK, 2009). Enquanto isso, ndo
esquecamos que outros patdgenos estdo reagindo as mudancas genéticas, populacionais dos seus
hospedeiros, em um mundo em franca mudanca climatica e consequentemente em desarranjo. Sem
desmerecer a importancia da FP, devemos considera-la um dos componentes de uma férmula que
ainda esta por ser devidamente descrita. Talvez a FP seja a ponta visivel de um iceberg, que oculta
uma enorme cadeia de relagdes ecoldgicasno ambiente marinho. Devemos estudar a FP em seu
contexto ecolégico amplo. S6 assim, estaremos contribuindo de fato para a compreensdo desse
fendbmeno e dos seus impactossobre as populacdes de tartarugas marinhas. Assim vamos aos poucos
contradizendo o que disse o Dr. Lawrence H. Herbst com desalento sobre a fibropapilomatose em

1999: “Hope floats on a sea of ignorance”?.
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CAPITULO 1

SANTOS, Marcelo Renan de Deus. Universidade Vila Velha-UVV, maio 2015. A fibropapilomatose das

tartarugas-verdes (Chelonia mydas).
Orientador: Carlos Eduardo Tadokoro

Resumo

Afibropapilomatose das tartarugas-verdes é dentre as doencas, reconhecida como a que mais ameacga
a sobrevivéncia das tartarugas-marinhas no mundo. Exibe relacGes epidemiolégicas com as
caracteristicas antrdpicas do meio marinho, porém até o momento, nao se conseguiu elucidar estas
relagdes. Durante os ultimos 35 anos, muito conhecimento se produziu a respeitodessa doenca, porém
a ultima revisdo bibliografica publicada data de 1994. Neste periodo, varios estudos conseguiram
esclarecer pontos sobre etiologia e distribuicdo da doenca e um novo virus foi descoberto, enquanto
isso a doenca se consolidou como uma pandemia. Neste trabalho fazemos uma revisao bibliografica
profunda desde os primeiros trabalhos publicados, com énfase na organizacdo dos conhecimentos
gerados a partir da década de 1990, de maneiraque o leitor consiga ter uma visdo critica geral dos

aspectos histéricos, epidemioldgicos, clinicose ecoldgicos da fibropapilomatose.

Palavras chave: doencas infecciosas emergentes; epidemiologia; tartargas-marinhas; herpesvirus;

medicina da conservagao.

Abstract

Green turtle fibropapillomatosis is recognized as the most threatening disease to sea turtles
worldwide. It exhibits epidemiological relations with the anthropic characteristics of the marine
environment, but, until now, it has not been possible to elucidate these relations. During the last 35
years, a lot of knowledge was produced about this disease, but the last bibliographic review was
published in 1994. On this period, many studies shedded light on subjects about the clinical
manifestations, etiology and distribution of the disease and a new virus was discovered meanwhile
the disease became pandemic. In this work, we make a vast bibliographic review since the first
published papers, with emphasis on the organization of the knowledge generatedsince the 1990
decade, in order to provide a critical view of the historical, epidemiological clinicaland ecological

aspects of fibropapillomatosis.

Key words: emerging infectious diseases, epidemiology, sea turtles; herpesvirus; conservation

medicine.



A FIBROPAPILOMATOSE DAS TARTARUGAS-VERDES (Chelonia mydas).

“Certamente, a FP tem efeitos negativos sobreas tartarugas-verdes da Indian River Lagoon
mas dificeis de quantificar. Porém, a alta prevaléncia deregressao de tumores acoplada aos
indicadores indiretamente relacionados da condi¢do da populacao da Flérida, sugerem que FP pode
nao ser o sério impedimento para a recuperacdo da populagdo como uma vez foi pensado.” (HIRAMA;

EHRHART, 2007)

INTRODUGAO: O QUE E A FIBROPAPILOMATOSE?

A fibropapilomatose das tartarugas-verdes (FP) é uma neoplasia benigna da pele de
tartarugas marinhas, que acomete principalmente as da espécie Chelonia mydas. Ha relatosraros nas
espécies Lepidochelys olivacea, Eretmochelys imbricata, Dermochelys coriacea e Caretta caretta. Sao
crescimentos (tumores) de células epiteliais e de tecido conjuntivo, bem circunscritos que podem
chegar a mais de 30 cm de didmetro. O mesmo animal pode ter dezenasde tumores de diferentes
tamanhos. Os tumores podem ter um aspecto verrucoso, liso ou de couve-flor e muitas vezes possuem
feridas e laceragdes traumaticas. S3o vascularizados e enervados, portanto sangram e podem ser
doloridos quando lesionados. Alguns animais podemapresentar tumores orofaringeais e internos que
se manifestam em geral na forma de fibromasou mixofibromas (WORK et al., 2004). A doenga é
debilitante pois prejudica a visdo, a locomogao, a capacidade de fuga e de alimentagdo, fazendo com
gue animais acometidos se tornem emaciados podendo levar a morte, além de aumentar chance de

se emalharem em redes e linhas de pesca (HERBST, 1994).
HISTORICO DA DOENCA

Em 1938, ha 77 anos, Smith e Coates publicaram a descrigdo de uma doenga com otitulo
“Crescimentos fibroepiteliais da pele de tartarugas marinhas grandes (Chelonia mydas, Linnaeus)”.
Encontraram uma tartaruga verde no Aquario de Nova York e trés tartarugas-verdescom tumores
dentro de um grupo de 200 animais de vida livre amostrados em Key West, Flérida(SMITH; COATES,
1938). Uma fotografia de 1923 de uma tartaruga tomando sol com um tumorna superficie dorsal da

nadadeira anterior esquerda em French Frigate Shoals, no Havai, seria



possivelmente a evidéncia mais antiga da ocorréncia de FP, mas foi considerada invalida(BALAZS,
1980; BALAZS; POOLEY, 1991). O segundo relato de FP foi também em 1938, no ParqueNacional de Dry
Tortugas em Cape Sable, Florida (LUCKE, 1938). Em 1948 foram relatados os primeiros fibromas
viscerais associados a fibropapilomatose nos pulmdes em uma tartaruga (SCHLUMBERGER; LUCKE,
1948). Em 1958 a doenca foi relatada em Sarawak e Malaya na Malasia (HENDRICKSON, 1958) e
também houve o primeiro relato no Havai (BALAZS; POOLEY, 1991). Em uma apresenta¢do no 6th
Annual Workshop on Sea Turtle Biology and Conservation em Waverly, na Gedrgia, EUA, em 1986,
George H. Balazs, fez um relato da histdria da doencga até entdo (BALAZS, 1986): a partir de 1965, o
Museu Nacional de Histéria Natural do Smithsonianinstitute iniciou o Registro de Tumores de Animais
Inferiores (RTLA), que recebe, analisa e mantém um banco de amostras de tecidos de tumores. Desde
entdo amostras de FP foram depositadas provenientes da Florida, Havai e de uma fazenda de
tartarugas das Ilhas Cayman (Cayman Turtle Farm)3. Em 1980 um surto de FP na fazenda iniciou-se com
uma C. mydas adultaque havia sido introduzida no plantel 2 anos antes e a doenca se disseminou.
Apenas 2 casos foram relatados em 1982 mas a partir de 1986 se tornaram comuns na costa leste da
Florida Central. Desde 1983 o numero de casos foiaumentando no Havai alcancando prevaléncias entre
31 e 85% em Maui e 92% em Kaneohe Bay em 1990 (BALAZS; POOLEY, 1991). Balazs relatou também
comentarios de outros pesquisadores sobre a ocorréncia de FP em Lepidochelysolivacea no pacifico
leste. Naquela época a FP era considerada uma papilomatose que ocorria em tartarugas verdes juvenis
a partir de 45 cm e adultas. Afetava principalmente as areas de pele mole e prejudicava a mobilidade,
visdo e alimentacdo das tartarugas, além de facilitar os acidentes com pesca, a predagdo e outras
ameacas. Aparentemente havia uma facilitacdo também ao parasitismo por sanguessugas
Ozobranchus branchiatus. A doenga também causavaemacia¢ao e se desenvolvia rapido. Mais adiante

veremos que essa descricdo é bem atual.

A principio, a presenca de ovos de parasitas (Spirorchidae) associados aos tumores
analisados no Smithsonian levou os pesquisadores e considerarem a doenca uma resposta ndo
neopldsica caracterizada por uma exuberante fibrose por corpo estranho associada a uma hiperplasia
papilar epidérmica (BALAZS, 1986). Ainda ndo havia relatos de regressdo da doengcae mencionou-se o
tratamento cirldrgico sem sucesso pois os tumores recidivavam. Além dos parasitas, muitas possiveis

causas foram elencadas: secrecdo de hirudina por sanguessugas

3 A Fazenda de tartarugas Cayman foi fundada em 1968 para criar tartarugas marinhas paraconsumo. Até 1978,

coletou mais de 470 mil ovos em diversos locais do Caribe, além de adultos, filhotese juvenis para compor seu
rebanho. Em 1983 foi comprada pelo governo local e finalmente em 2000 se tornou apenas uma atragao
turistica. Possivelmente foi um local de disseminagdo de FP, apresentando aumento no nimero de casos
relatado em 1981, e mantém até hoje um grande numero de tartarugas emcativeiro. www.turtle.ky


http://www.turtle.ky/

marinhas, virus, radiacao solar excessiva, poluentes quimicos que afetem o sistema imune,

estresse e predisposicao genética a neoplasias.

Em 1986 houve o primeiro relato de FP no Brasil, no estado do Espirito Santo
(BAPTISTOTTE et al., 2001). A partir de entdo o Projeto TAMAR passou a registrar a FP nos trabalhos
de campo. O primeiro informe de incidéncia de FP (1986 a 2000) indicava a presenca de FP em diversos
estados brasileiros e também na llha de Trindade (14 casos em C. mydas), queé a principal area de
reproducdo para a espécie no Brasil. Também foi relatada a presenca de FPem uma Caretta caretta e
em 3 Lepidochelys olivacea. Posteriormente os relatos da Ilha de Trindade foram considerados
equivocados pois ndo foram confirmados nos exames histopatolégicos e até hoje ndo ha relatos de

FP nas ilhas ocednicas Brasileiras (Baptistotte, C. comunicac¢do pessoal, Baptistotte 2007).

Em 1990 a FP foi confirmada na Australia, com casos também em 1994 e 1996, quando
foram relatados casos em Caretta caretta e Natator depressus (RAIDAL; PRINCE, 1996).Em 1997 um
estudo revelou uma prevaléncia de 21,5%, considerada moderada na Indonésia (ADNYANA; LADDS;

BLAIR, 1997). Neste estudo, as tartarugas com FP estavam anémicas em relacdo as saudaveis.

Em 1989 um estudo anatomopatoldgico e ultra-estrutural da fibropapilomatose foi
realizado (JACOBSON et al., 1989) em busca de um agente viral, ja que as caracteristicas da doenca
quando comparadas a de outras espécies sugeriam um papilomavirus, mas sem sucessono seu
isolamento. Jacobson (1990) ja indicava que se houvesse um agente infeccioso na transmissdo da
doenga, seria mais facil isola-lo de tumores em fase inicial de desenvolvimento,o que mais tarde se

mostrou verdade (RODENBUSCH et al., 2012; WORK et al., 2014b).

A primeira revisdo de literatura ampla e publicada em periddico cientifico sobre
fibropapilomatose foi feita por Lawrence H. Herbst, em 1994, quando a FP ja havia se tornado uma
epizootia pandemica com prevaléncias elevadas como 92% em algumas populagdes (HERBST, 1994).
Ja havia sido descrita em L. olivacea (AGUIRRE et al., 1999), Natator depressus,

C. caretta e E. imbricata, mas era caracteristicamente, uma doenga de C. mydas. A etiologia continuava
desconhecida, e as mesmas hipdteses sugeridas por George H. Balazs oito anos antescontinuavam sem
comprovacdo. A maior descoberta era a identificacdo de um herpesvirus associado aos tumores mas
sem confirma¢do de causalidade através do cumprimento do postulado de Koch. Os estudos
epidemioldgicos eram poucos, mas ja indicavam a distribuicdo global e uma maior prevaléncia da
doenca em areas costeiras poluidas. A falta de conhecimentosobre o agente etioldgico, o papel
dos imunomoduladores naturais e a falta de testes diagndsticos eram uma barreira para se testar

qualquer hipdtese de falha imunolégica (HERBST,1994).



2.1 Os anos 1990 e a etiologia herpesviral da fibropapilomatose

A década de 1990 foi importante para os estudos sobre a etiologia da FP. Com os estudos
liderados por Lawrence Herbst, Elliott Jacobson e Paul Klein nos EUA, a participacdao deum virus foi
confirmada e também se conseguiu promover a infec¢cdo experimental em C. mydasatravés da injecao
de um extrato sub-celular do tumor. Com isso, uma certeza e uma hipdtese vieram a tona: a doenca
¢ infecciosa e provavelmente causada por um novo herpesvirus (HERBST et al., 1995a, 1995b, 1998,
1999). Outros pesquisadores tentaram isolar algum agentebacteriano ou viral dos tumores, mas sem

sucesso (AGUIRRE et al., 1994b). Até o momento o cultivo do virus em laboratério ndo foi conseguido.

Um achado intrigante e que foi inicialmente associado a etiologia da FP foram os ovos de
espirorquideos frequentemente encontrados dentro dos vasos sanguineos nos tumores.Estudos de
Dailey & Morris, (1995) com inoculacdo de ovos isolados de tumores em tartarugas sadias ndo
conseguiram reproduzir a doenca. Simultaneamente, um grupo da Universidade da Flérida, conseguiu
demonstrar uma alta correlagdo soroldgica entre a FP e anticorpos anti- herpesvirus (HERBST et al.,
1995a). A associacdo FP x Spirorchidae continuou sendo estudada, pois mesmo sem haver uma
correlacdo causal entre as doencas, a alta prevaléncia de espirorquidiase e sua ocorréncia simultanea
com a FP pode contribuir para agravar o quadro debilitante nas tartarugas acometidas (AGUIRRE et

al., 1998).

Os estudos sobre transmissdo da FP evoluiram com sucesso. Foi conseguida a
transmissdo da FP através da inoculacdo por escarificagdo ou injecdo de um filtrado subcelular de
extrato de tumor em tartarugas juvenis criadas desde neonatas. Com isso foi demonstrado que a FP
era causada por um agente infeccioso subcelular e possivelmente, um “herpesvirus- like” identificado
por microscopia eletronica seria este agente (HERBST et al., 1995c). As caracteristicas histopatoldgicas
dos tumores induzidos e naturais eram basicamente semelhantes (HERBST et al., 1999). Sabia-se
também que o agente era inativado com cloroférmio, sugerindo que possuia uma estrutura lipidica

como um envelope (HERBST et al., 1996).

Em 1996, com uso de biologia molecular, as evidéncias apontavam para a existénciade um
alfa-herpesvirus especifico de tartarugas marinhas (HERBST et al.,, 1998). As pesquisas para se

descobrir qual virus estava associado a FP evoluiram e foi detectado por PCR um novo
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herpesvirus (CHV — Chelonid Herpes Virus) cuja sequéncia de DNA variava entre regides geograficas
(Florida x Havai) e entre espécies, pois os virus encontrados em C. caretta e C. mydaseram diferentes
dos de L. olivacea (QUACKENBUSH et al., 1998). Outros autores ainda tentaram comprovar a
participacdo de retrovirus na etiologia da FP (CASEY et al., 1997), mas, estudos subsequentes
progressivamente avangaram com evidéncias mais robustas da participacdo de herpesvirus e ndo

houve mais estudos sobre a participacdao de um retrovirus.

Apesar das evidéncias cada vez mais apontarem para uma herpesvirose, as tentativas de
cultivar o virus, mesmo em células de tartarugas ndo obtiveram sucesso (LACKOVICH et al., 1999) e

com isso, o cumprimento do postulado de Koch, permanece incompleto.

Mesmo com evidéncias da associacdo causal com o herpesvirus, isso por si sé nao
explicaria as caracteristicas ecolégicas ja conhecidas da FP, como por exemplo, afetar principalmente
juvenis, ocorrer em dareas costeiras mais poluidas e uma grande variacdo de ocorréncia mesmo em
areas geograficas proximas (HERBST, 1994) e também a confirmacdo de que a doenca poderia regredir
em alguns animais (BENNETT; KEUPER-BENNETT; BALAZS, 1999).Assim, alguns estudos tentavam
correlacionar a ocorréncia de FP com fatores ambientais. Estudos com poluentes organicos
persistentes e metais pesados ndo foram conclusivos pois os limites de quantificacdo elevados ndo
foram suficientes para detectar os contaminantes, muito menos permitiram uma avaliacdo da
toxicidade crénica em doses baixas (AGUIRRE et al., 1994a).A presenca de acido okadaico, toxina
produzida por dinoflagelados (Prorocentrum sp.) que é oncogénica, poderia ser um fator
predisponente da FP uma vez que ocorre nas mesmas areas onde a prevaléncia de FP é maior e as
tartarugas sdo portanto, expostas a essa toxina via alimento (LANDSBERG et al., 1999). O 4cido

okadaico poderia funcionar como um facilitador dosurgimento e desenvolvimento da FP.

A década de 1990, apesar de ter sido um periodo muito produtivo em conhecimento
produzido, em termos praticos, pouco se avan¢ou em relacdo a aspectos como controle,
epidemiologia e no estudo ecoldgico e multifatorial da FP. Poucas das perguntas feitasuma década
antes foram respondidas e a maioria continuava sem resposta. Dr. Herbst duranteo Nineteenth
Annual Symposium on Sea Turtle Biology and Conservation no ano 2000, revisou em sua palestra
intitulada “Marine turtle fibropapillomatosis: hope floats in a sea of ignorance”,o0 que se sabia até

entdo sobre a FP:

Que a FP é transmissivel, que havia um componente herpesviral mas que ndo prescindiade outros

fatores para desenvolvimento e desfecho da doenga.
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Que as premissas do postulado de Koch ndo haviam sido preenchidas, portanto ndo sepodia

simplesmente atribuir a causa ao herpesvirus.

Que era inviavel qualquer tentativa de manejo de populac¢des ja que a doenca havia setornado uma

pandemia.

Que nao hda conhecimento sobre o comportamento da FP para se propor modelospreditivos.
Que a doencga mata algumas tartarugas enquanto que outras se recuperam.

Que o curso da doenca é longo e que as tartarugas ficam mais sujeitas a predacao, fomee acidentes

com pesca.

Que os efeitos sobre as popula¢des poderiam ndo se tornar evidentes em décadas.

- Que com a prolongada espera, a razdo para se ter esperancga é que continuariamos aprendendo sobre a

patogénese e epizootiologia da doenca para se tomar agdesefetivas se necessario e que talvez ndo

seria tarde demais (HERBST, 2000).

2.2 Século XXI

Os anos 2000 iniciaram com estudos sobre os efeitos da FP sobre a imunidade chegando-
se a conclusdo de que as tartarugas com FP possuem diminuicdo da resposta linfocitaria a mitégenos
(CRAY et al., 2001) e ndo necessitam estar imunocomprometidas para adquirir a FP, mas que uma vez
doentes, tornam-se mais susceptiveis a outras doencas (WORK et al., 2001), corroborando achados
anteriores (AGUIRRE et al., 1995). Os estudos hematoldgicose bioquimicos foram repetitivos em
demonstrar a caracteristica debilitante da FP quando em graus elevados de acometimento (WORK;

BALAZS, 1999; AGUIRRE; BALAZS, 2000; SANTOS, 2005; ROSSI et al., 2009).

Em 2000 foi documentado o primeiro caso confirmado de FP em Eretmochelys imbricata
(D’AMATO; MORAES-NETO, 2000) e foi no Brasil. Duas tartarugas de cativeiro das bases do projeto
TAMAR de Praia do Forte, Bahia e de Sergipe, desenvolveram fibropapilomatose. Ambas criadas desde
filhotes em cativeiro o que sugeriu mais uma vez que a doenca pode ser transmitida em cativeiro e

que cuidados sanitarios deviam ser tomados paraevitar a contaminacao.

Os primeiros registros de FP na costa do Golfo da Guiné, oeste da Africa datam de 2000
com 17% de prevaléncia no Gabdo (FORMIA et al., 2007). Na ilha Principe, também no Golfo da Guiné,
os registros datam de 2009 e foram confirmados tanto por histopatologia, quanto por RT-PCR

(DUARTE et al., 2012).
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Estudos continuaram elucidando a participacdo do herpesvirus na etiologia da FP. Através
de métodos moleculares por PCR, o DNA viral foi encontrado em diversos tecidos alémdos tumores
de tartarugas com FP e ndo foram detectados em tartarugas sem FP (LU et al., 2000b).
Simultaneamente, se conseguiu induzir a formacao de “tumores” in vitro, pela inoculacao de filtrados
livres de células em células cultivadas de tartarugas-marinhas (LU et al.,2000a) e posteriormente, o
sequenciamento do cDNA viral e a identificacdo da replicagao viral em tumores (LU et al., 2003). Nao
demorou muito e o FPTHV — fibropapilloma-associated turtleherpesvirus, foi considerado uma nova
descoberta viral e classificado na familia Alphaherpesvirinae, em um novo género, e foram
identificadas inicialmente 4 variantes: pacificocentral (Havai), pacifico-oeste (Australia), Pacifico-leste
(Costa Rica e Califdrnia) e atlantico (Florida e Barbados), sugerindo que o virus ja existia muito antes

da pandemia de FP (NIGRO; AGUIRRE; LU, 2004; GREENBLATT et al., 2005).

O novo virus foi classificado como da familia Herspesviridae, subfamilia

Alphaherpesvirinae, género Scutavirus e foi chamado de Chelonid herpes virus 5 (ChHV5) (ICTV,2011).

Novo estudo sobre a filogenia do ChHV5 definiu novas variantes virais separadas por
areas geograficas e contribuiu para sustentar a hipdtese de que as tartarugas adquirem a FP apds a

fase oceanica quando recrutam na costa em areas de alimentacgdo (PATRICIO et al., 2012).

Os dois estudos publicados até hoje sobre filogeografia global do ChHV5 (PATRICIOet al.,
2012; ALFARO-NUNEZ et al., 2014) praticamente ignoraram o oceano Atlantico sul, especialmente
considerando que a costa brasileira tem um dos maiores programas de conservacdo de tartarugas do
mundo, e que nao seria dificil conseguir material de pesquisa. Porém, estudos pioneiros no Rio Grande
do Sul por Carla Rodenbusch elucidaram as caracteristicas genéticas do ChHV5 no Brasil

(RODENBUSCH et al., 2012, 2014).

Em junho de 2014, foi realizado pelo Instituto Marcos Daniel em Vitdria, Espirito Santo,
o | Workshop Brasileiro de Fibropapilomatose em Tartarugas Marinhas, reunindo pesquisadores
brasileiros sobre o tema. Sdo poucos os grupos de pesquisa que se dedicam a esse tema. Foram
expostos os trabalhos de pesquisa com destaque para genética na Universidade Federal de Santa
Maria, estudos hematoldgicos e bioquimicos e sobre a correlagdocom poluentes na Universidade de
Sdo Paulo, Universidade Vila Velha e Instituto Marcos Daniele aspectos epidemioldgicos pelo projeto
TAMAR/ICMBio. Além disso, estudos de diagndstico bioquimico e das correlacbes ambientais foram

realizados na Universidade Federal do Espirito
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Santo. Todas essas contribuicdes brasileiras estdao relatadas ao longo desse trabalho. As lacunasno
conhecimento da FP no Brasil refletem o desconhecimento global sobe a doenga. O Brasil muito se
beneficiaria de parcerias internacionais com grupos de pesquisas de diferentes dreas para os quais
poderia enviar amostras coletadas pela ampla rede de monitoramento realizado pelo Projeto TAMAR
e por empresas que fazem o monitoramento de encalhes. Isso otimizaria oesforco de pesquisa,
aproveitando melhor recursos existentes em outros paises e evitando especialmente a sobreposicdo
de esforgos. Assim o Brasil iria acelerar a producdo de conhecimento, economizando tempo e recursos

gue sdo escassos, na montagem de laboratdrios e estruturacdo de centros de pesquisa especificos.

A balanca do conhecimento da FP continua tendendo mais para o prato vazio,
especialmente se considerarmos aspectos praticos como ac¢des a serem tomadas em relagdo as
populacdes, conhecimento sobre os aspectos ambientais relacionados a FP, a relacdo de outras
doengas comuns com o desenvolvimento da FP, seus efeitos sobre o individuo e especialmenteos

efeitos sobre a viabilidade populacional e a sobrevivéncia das espécies, especialmente C. mydas.

3. CARACTERISTICAS DA FIBROPAPILOMATOSE
3.1 Caracteristicas macroscopicas

Os tumores iniciam com menos de 1 mm e crescem podendo chegar a mais de 30 cm de
didametro. Seu aspecto pode ser liso, verrucoso ou papilar. Podem ser pedunculados ou sésseis. Podem
ter coloragao normal da pele da regido afetada, ser pigmentados ou ainda réseosa avermelhados
dependendo da cor da pele e da vascularizagdo superficial (observacdes pessoais — figura 1). E comum
observar tumores com lacera¢des e feridas, pois sdao mais propensos a sofrerem danos por
predadores, acidentes com linhas e redes de pesca (HIRAMA; EHRHART, 2007), ou ainda ocasionais
lesBes por abrasdo em pedras ou corais (Figura 6). Por serem vascularizados e inervados, os tumores

sangram e podem ser doloridos quando lesionados (HERBST, 1994).

O mesmo animal pode ter dezenas de tumores cobrindo uma extensa area do corpo
(figuras 3 e 4). Uma tartaruga juvenil analisada em S3o Paulo possuia 70 tumores cobrindo 239 c¢m?
do corpo (ROSSI et al., 2009). Mas a variabilidade da resposta individual, as variacbes geograficas na
manifestacdo da FP sdo grandes e um método de categorizagcdo do grau de acometimento se fez

necessario.

A manifestacdo da FP no Brasil se diferencia de outras regides geograficas quanto a

guantidade, localizacdo e tamanho dos tumores. Em geral as tartarugas apresentam mais
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tumores na regido cranial do que caudal do corpo (SANTOS et al.,, 2010). Os tumores situam-se
principalmente no pescoco, nadadeiras anteriores, regido axilar, inguinal e peri-cloacal (figuras 3 e 4).
Na Indonésia, os tumores sdao mais frequentes na regido posterior do corpo (ADNYANA; LADDS; BLAIR,
1997). Em todos os locais, porém, um achado importante é a alta ocorréncia de FP nos olhos, podendo
estar nas palpebras ou na cérnea, comprometendo parcialmente ou totalmente a visdao (BROOKS et
al., 1994) (figuras 1 a 8). Portanto, esse pode ser um fator agravante da condi¢do do animal. Em
estudos anteriores encontramos quase 60% de 140 tartarugas examinadas no municipio de Serra,

Espirito Santo, com tumores oculares (SANTOS, 2005).
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Figura 1: Chelonia mydas com fibropapiloma peduncular ocular bem desenvolvido com coloracao
congesta evidenciando intensa irrigacao sanguinea, superficie lisa, apresentando areas ulceradas em

diversos graus de cicatrizacdo. Animal em boa condig¢do corporal. Foto do autor.

Figura 2: Fibropapiloma ocular pigmentado com aspecto verrucoso cobrindo parcialmente a cérnea

direita. Foto do autor.

Figuras 3 e 4: C. mydas apresentando fibropapilomatose disseminada apresentando tumores de
diversos tamanhos e coloragGes, com aspecto verrucoso, sésseis e pedunculados. Apresenta sinais de
diminuicdo de atividade com intensa carga epibiontica, apesar da condi¢ao corporal mediana. Foto do

autor.

Figura 5: Chelonia mydas apresentando poucos tumores disseminados, de tamanho inferior a 10 cm,
com tumor ocular esquerdo, ulceracdes e um tumor no plastrdo. Condicdo corporal mediana. Foto do

autor.

Figura 6: Mesmo animal da figura 1b apresentando grau de acometimento elevado com tumores

grandes com intensa ulceracdo. Animal em boa condicdo corporal. Foto do autor.

Figuras 7 e 8: Areas cutaneas pigmentadas com marcas cicatriciais sugestivas de regress3o de tumores.

Foto do autor.

3.2 A categorizacdo do grau de acometimento

Avaliar a FP a campo depende de metodologias que possam classificar o grau de
acometimento das tartarugas de maneira que seja reprodutivel. Para isso, foi proposto um método
de classificacdo que leva em conta o tamanho e a quantidade de tumores na tartaruga, classificando-
a em ndo acometida (grau 0) e graus 1 a 3 sendo 3 0 mais severo (tabela 1) (WORK; BALAZS, 1999). Esta
classificagdo tem sido usada amplamente nos estudosno Brasil (BAPTISTOTTE, 2007; SANTOS et al.,
2010; TOREZANI et al., 2010) com limitagdes.

Tabela 1 - Determinagdo do grau de acometimento de acordo com o niumero e

tamanho dos tumores (adaptado de Work & Balazs 1999).

Categoria de Acometimento

0 1 2 3

Tamanho do tumor
1(<1cm) 0 1-5 >5 >5
2 (1-4cm) 0 1-5 >5 >5
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3 (>4-10cm) 0 0 1-3 >4
4 (>10cm) 0 0 0 1

A guantidade e tamanho dos tumores sdo os critérios utilizados para se estabelecero grau
de acometimento por FP citado anteriormente (WORK; BALAZS, 1999). Este critério foi desenvolvido
baseado na manifestacdao da FP no Havai e foi posteriormente utilizado em outrosestudos, inclusive
aqui no Brasil (AGUIRRE et al., 2002; SANTOS, 2005; BAPTISTOTTE, 2007; HIRAMA; EHRHART, 2007;
SANTOS et al., 2010; TOREZANI et al., 2010; ZWARG et al., 2014).

Rossi et al. (2009) realizaram um outro tipo de avaliacdo para classificacdo do graude
acometimento, baseado na area de pele coberta pelos tumores. Assim, classificaram as tartarugas
como grau 1, levemente acometidas com até 50 cm? de cobertura. Grau 2, moderadamente
acometidas de 51 a 100 cm?, e grau 3, severamente acometidas a partir de 101cm?. Esta metodologia
nao levou em conta a area total de pele das tartarugas, e isso pode comprometer a avaliagdo pois uma
tartaruga grande pode ter uma cobertura percentual menor,mesmo que tenha mais tumores ou
tumores maiores que outra menor. Para melhorar essa metodologia, seria interessante considerar um
indice que leve em conta o tamanho do animal, ndo necessariamente a area total da pele exata, como
por exemplo, o comprimento x a larguracurvilinea do casco. Assim, a area de cobertura tumoral seria
dividida pela drea quadrada da carapaga, incluindo na analise um parametro de tamanho.

Nenhuma destas duas metodologias propostas na literatura leva em conta a condicdo
corporal do animal. Uma tartaruga pode estar com muitos fibropapilomas grandes cobrindo grande
area do corpo e estar com uma condigdo corporal boa, enquanto outra tartaruga pode estar em grau
1 de acometimento e caquética ou emaciada. Qualquer medida de grau de acometimento que nao
leve em conta a condi¢do geral de saude do animal, estara avaliando a manifestacdo da FP mas
desconsiderando o seu efeito sobre o individuo. Esta formade avaliacdo baseada na doenga como
parametro e ndo na relagdo doenga-hospedeiro, sempreterd um viés que diminui a relevancia e a
utilidade de se fazer tal avaliagdo. O indice de acometimento proposto em 1999 no Havai deve ser
avaliado e adequado a situagdo de cada regido geografica de acordo com a realidade local (Work, T.
2013. comunicacdo pessoal®). Aguirre et al. (2002) modificaram a metodologia, incluindo
subjetivamente na classificacdo do grau de acometimento o efeito dos tumores sobre a visao,

respiracdo e alimentacgdo, fazendo esse ajuste a realidade local.

Um estudo sobre comportamento natatdrio, submersdo e deslocamento de juvenisde C.
mydas conduzido no Havai mostrou que a FP ndo afeta o comportamento aqudtico das tartarugas,

apesar das acometidas ficarem menos ativas a noite que as sadias (BRILL et al., 1995).I1sso demonstrou
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que no grupo estudado ndo havia um comprometimento fisioldgico cardio- respiratério ou de
movimentos dos animais, mesmo com uma tartaruga caquética no grupo. Essa conclusdo evidencia o
carater individual da doenca sobre cada individuo e ressalta a importancia de uma avaliacdo individual

também.

Sugerimos que a avaliacdo da FP leve em conta também parametros, como o tamanho do animal,

indice corporal, presenca de FP ocular e a condigdo geral do animal, ou quepelo menos, sempre se
teste as correlagdes entre o grau de acometimento com parametros desaude através de testes
estatisticos (HIRAMA; EHRHART, 2007). Em estudo sobre ocorréncia defibropapilomatose em Indian
River Lagoon, Flérida central, foi observado que o nimero de tumores apresentou uma correlagdo
com o indice corporal e que, ao contrario, o volume dos tumores oculares ndo apresentou
correlagdo com este indice (HIRAMA; EHRHART, 2007). O mesmo em relacdo a tumores oculares foi
observado no Espirito Santo (SANTOS et al., 2010). Isso vai contra o consenso geral de que o
comprometimento da visdo afeta muito a condicao geral das tartarugas acometidas e precisa ser
melhor avaliado e compreendido através de exames oftalmolégicos. Muitas vezes, a necessidade de
se estabelecer valores numéricos matematicamente representados (p.ex. volume dos tumores
oculares - varidvel quantitativa)prejudica uma avaliacdo mais objetiva do efeito negativo sobre a
visdo (grau de perda da visdo

— variavel qualitativa) que é um parametro mais util para a avalia¢do da gravidade da doenca.

3.3 Ocorréncia de tumores viscerais e orofaringeais associados a FP cutanea

Outro aspecto a ser melhor pesquisado é a ocorréncia de tumores internos associados a
FP cutanea. Apesar de ser um achado comum (38% das tartarugas com FP) no Havai(WORK et al., 2004)
, hdo foram encontrados na Indonésia (Adnyana et al. 1997, 14% na Flérida(HERBST, 1994)com poucos
relatos (OROS et al., 1999; CROFT et al., 2004) e um relato no Brasil(DUTRA; NASCIMENTO; FUTEMA,
2012). Os tumores internos geralmente sdo fibromas ou mixofibromas que ocorrem principalmente
nos pulmdes rins e coragdo e menos frequentemente no figado, intestinos e musculatura. Possuem
crescimento lento, mas que prejudicam o funcionamento normal dos érgdos, podendo comprimir as

visceras (WORK; METEYER; COLE, 2004).

4 Durante a conferéncia da sec3o Latinoamericana da Wildlife Disease Association em S3o Paulo
em 2013, pude conversar com Thierry Work sobre essa categoriza¢do e segundo ele, a metodologiaproposta em
1999 ndo tem a pretensao de ser definitiva, mas deve ser adequada a cada situagdo regionale ao objetivo de cada

estudo.
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No Brasil (BAPTISTOTTE, 2007) e na Florida (BRESETTE et al., 2003; HIRAMA;EHRHART,
2007) é rara a ocorréncia de tumores orofaringeais associados a FP, enquanto no Havai estes tumores
sdo comuns (AGUIRRE et al., 2002) e comprometem muito a respiracdo e degluticdo e estdo

associados a pneumonia e necrose pulmonar (WORK et al., 2004).

Essas diferencas observadas na manifestacdo macroscdpica da FP entre regides podem

ser devidas as diferentes variantes do CHhV5 e sua patogenicidade (SANTOS et al., 2010).

3.4 Caracteristicas histopatolégicas

A fibropapilomatose é caracterizada por multiplos papilomas, fibromas e fibropapilomas,
bem como por eventuais fibromas viscerais (HERBST, 1994). As caracteristicas histoldgicas dos
tumores variam com o desenvolvimento da massa tumoral. Também ha uma variacao na frequéncia
de alteracGes histoldgicas entre animais de diferentes regides (p. ex. Flérida x Havai) e entre tumores
naturais e induzidos (HERBST et al., 1999) (tabela 2). Tanto as células epiteliais como as do estroma se
apresentam hiperplasicas. Segundo Jacobson et al. (1989), os fibropapilomas consistem de uma leve a
moderada hiperplasia de epiderme cobrindouma derme hipercelular. As lesGes iniciais apresentam
predominante degeneracao balonosa noestrato basal, com cristas epiteliais se estendendo na derme.
Agregados de células inflamatdriasestao presentes ao redor dos vasos dérmicos. LesGes mais maduras
desenvolvem um padrdo papilar arbéreo. Tém superficie menos verrucosa, e muitas vezes ulcerada,
com a derme composta primariamente de fasciculos colagenosos grandes e relativamente poucos
fibroblastos. As alteragGes celulares mais comuns sdo acantose, ortoqueratose, degeneracao decélulas
basais, fenda dérmico-epidérmica (figuras 1 a 8). Ovos de trematddeos (Spirorchidae) sdo
frequentemente encontrados dentro dos capilares dérmicos, envoltos por tecidogranulomatoso e
células gigantes e inflamatdrias (HERBST et al., 1999) (figura 17). Esse achado varia geograficamente

e ndo estd relacionado a patogénese da FP. Este tema serd abordado nasecao etiologia da FP.

A avaliagdo ultra estrutural de lesdes iniciais demonstraram vacuolosintracitoplasmaticos
ligados a membrana dentro das células epidérmicas no estrato basal, contendo particulas com centros
eletrodensos medindo 155 a 190 nm. Vacuolos similares sdao observados nos espacos intercelulares

epidérmicos e na derme (JACOBSON et al., 1989).

Corpusculos de inclusdo epidérmicos (Ells — Epidermal Intracelular Inclusions) sdo
encontrados nas células epiteliais de fibropapilomas com maior frequéncia em tumores iniciais(figura
18). Neles ocorre a replicacdo do ChHV5 e sdo fontes de virus para a disseminagdo e transmissao

(WORK et al., 2014b).

Diversos autores relataram as caracteristicas histopatoldgicas da FP em geral espelhando
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um padrao bem definido de lesdo mesmo de drgaos internos (NORTON; JACOBSON;SUNDBERG, 1990;

BRESETTE et al., 2003) e nos tumores oculares (figuras 19 e 20) (BROOKS et al., 1994).

Tabela 2. Frequéncia relativa de achados histolégicos em fibropapilomas de tartarugas-verdes

espontaneos e experimentalmente induzidos. Traduzido de Herbst et al. (1999).

Frequéncia relativa

Caracteristicas

Havai(n=53)

Tumores induzidos

Florida(n=119)

experimentalmente

(N=75)

Achados histopatoldgicos
Proliferagdo dérmica 100 100 100
Acantose 96.2 93.3 100
Ortoqueratose 73.6 84.9 97.2
Degeneracdo de células basais 77.4 90.8* 733
Fenda dermo—epidérmica 50.9 54.6 54.7
Degeneracdo da camada

15.125.2 78.7t
espinhosa
Pustula intraepidérmica 17.0 18.5 30.1
Erosdo ou ulceragdo 35.838.7 44
Inflamacgao
Granuldcitos 32.147.9 53.3
Granuloma por corpo estranho 50.940.3 ot
Linfécitos perivasculares 58.5 73.1 61.3
Patdgenos potenciais
Inclusdes intranucleares 1.7 18.6t
Antigenos herpesvirais¥ 7.5% 47.4t§
Ovos de Spirorchidae 50.9 30.3* ot
Epibiota
Bactérias e procariotos 66.0 46.2* 74,5
Fungos e algas 32.16.7*
Metazoarios 18.97.6* 1.3

* Tumores das tartarugas da Florida foram significativamente diferentes dos tumores das
tartarugas do Havai (Teste qui-quadrado).

+ Tumores experimentalmente induzidos foram significativamente diferentes dos tumoresde
tartarugas da Florida e Havai. (Teste qui-quadrado).

t Achados dos testes imunohistoquimicos (método do complexo biotina-avidina-peroxidase).
§ 38 tumores experimentalmente induzidos foram testados.
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Figura 9. Fibropapiloma cutaneo. Hiperplasia epidérmica papilar e proliferagdo fibrosa na derme
papilar com fina zona e transicdo para a derme reticular subjacente, que esta infiltrada por células
mononucleares. HE. Bar = 300 pm.

Figura 10. Pele; tartaruga-verde. Epiderme normal tem 4 a 7 células de espessura. Derme normal tem
uma fina zona papilar HE. Bar =200 um.

Figura 11. Fibropapiloma conjuntival; tartaruga-verde. Marcada hiperplasia dermal com auséncia de
hiperqueratose ortoqueratdtica. HE. Bar = 200 um.

Figura 12. Fibropapiloma cutaneo; tartaruga-verde. Marcada acantose e hiperqueratose
ortoqueratdtica com inclusdo cornificada. HE. Bar = 200 um.

Figura 13. Fibropapiloma cutaneo; tartaruga-verde. Degeneracdo balonosa focal de células basais e
formacdo de fenda dérmico-epidérmica. HE. Bar = 100 um.

Figura 14. Fibropapiloma cutaneo; tartaruga-verde. Separacao da epiderme com a derme sujacente
ao longo da membrane basal com material eosinofilico acumulando dentro da fenda. HE. Bar = 200
pm.

Figura 15. Fibropapiloma cutaneo; tartaruga-verde. Lesdo induzida experimentalmente evidenciando
fenda dérmico-epidérmica com degeneracao focal nas camadas superficiais daepiderme e material
eosinofilico acumulado dentro da fenda.HE. Bar = 300 pm.

Figura 16. Fibropapiloma cutaneo; tartaruga-verde Altera¢bes esponjosas ao longo da membrana

basal com infiltrado linfocitario difuso. HE. Bar = 150 pm.

Extraido e adaptado de (HERBST et al., 1999).
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Figura 17: 3a. Corte histolégico de fibropapiloma de tartaruga verde (C.mydas). HE, 40x. Ovo de
trematoda (Spirorchidae) (seta azul) dentro de vaso sanguineo em meio a fibroblastos na derme

(hexagono). Extraido de Zwarg et al., 2014.

Figura 18: Fibropapiloma, pele, C. mydas, HE. Degeneragdo balonosa de células epiteliais com
corpusculos de inclusdo (seta preta) (Ell: epidermal intranuclear inclusion) onde ocorre a replicagdo

litica do ChHV5. Extraido de Work et al. (2014).

Figura 19: Fibropapiloma ocular, tartaruga-verde. O olho estd obliterado por um fibropapiloma

verrucoso, protuso e pigmentado.

Figura 20: Cérnea, tartaruga verde. Massas endofiticas nodulares com centros cavitarios em

fibropapiloma ocular. Extraido de Brooks et al.(1994).
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4. EPIDEMIOLOGIA DA FIBROPAPILOMATOSE
4.1 Etiologia

A década de 1990 foi importante para os estudos sobre a etiologia da FP. Com os estudos
liderados por Lawrence Herbst, Elliott Jacobson e Paul Klein nos EUA, a participacdo deum virus foi
confirmada e também se conseguiu promover a infec¢ao experimental em C. mydasatravés da injecao
de um extrato sub-celular do tumor. Com isso, duas certezas vieram a tona: a doenga é infecciosa e
envolve um novo herpesvirus (HERBST et al., 1995a, 1995b, 1998, 1999). Outros pesquisadores
tentaram isolar algum agente bacteriano ou viral dos tumores, mas sem sucesso (AGUIRRE et al.,
1994b). Persistia ainda a duvida sobre a participa¢do dosespirorquideos frequentemente encontrados

nos tumores, no desenvolvimento da doencga.

Dailey & Morris, (1995) fizeram um estudo extenso sobre os parasitos encontradosnos
tumores. Isolaram ovos de todos os 61 tumores usados no estudo, inocularam os ovos extraidos em
outras tartarugas e as observaram por 12 meses. Apesar de ndo terem conseguidoreproduzir a doenga,
a alta prevaléncia de ovos de parasitas nos tumores ndao permitiu excluir sua participagdo no
desenvolvimento da doenca. Simultaneamente, o grupo da Universidade daFlérida, realizando estudos
soroldgicos por ELISA® demonstraram que n3o havia correlacdo entrea ocorréncia de anticorpos contra
antigenos de espirorquideos adultos e a ocorréncia defibropapilomas, mas encontraram uma alta
correlagao entre anticorpos anti-herpesvirus e a FP.Além disso, tartarugas que desenvolveram tumores
experimentalmente tiverem soro-conversdopara herpesvirus positivas até um ano apds o surgimento
dos tumores, enquanto as que ndo desenvolveram permaneceram negativas, reforcando a tese de
que a causa da FP estaria relacionada ao herpesvirus (HERBST et al.,, 1995a). A associacdo FP x
Spirorchidae continuou sendo estudada, pois mesmo sem haver uma correlacdo causal entre as
doencas, a alta prevaléncia de espirorquidiase e sua ocorréncia simultanea com a FP pode contribuir

para agravar o quadro debilitante nas tartarugas acometidas (AGUIRRE et al., 1998).

Os estudos sobre transmissdao da FP evoluiram com sucesso. Foi conseguida a indugao da FP através
da inoculagao por escarificagdo ou injecao de um filtrado subcelular de extrato de tumor em
tartarugas juvenis criadas desde neonatas em cativeiro. Com isso foi demonstrado que a FP era
causada por um agente infeccioso sub-celular e que, possivelmente,um “herpesvirus-like”
identificado por microscopia eletrdnica seria este agente (HERBST et al., 1995c). As caracteristicas
histopatoldgicas dos tumores induzidos e naturais eram basicamentesemelhantes (HERBST et al.,
1999). Sabia-se também que o agente era inativado com cloroférmio, sugerindo que possuia uma

estrutura lipidica como um envelope (HERBST et al.,1996).

25



Em 1996, com uso de biologia molecular, as evidéncias apontavam para a existénciade um
alfa-herpesvirus especifico de tartarugas marinhas (HERBST et al., 1998). As pesquisas para se
descobrir qual virus estava associado a FP evoluiram e foi detectado por PCR um novo herpesvirus
(CHV — Chelonid Herpes Virus) cuja sequéncia de DNA variava entre regidoes geograficas (Florida x
Havai) e entre espécies, sendo que o encontrado em C. caretta e C. mydaseram diferentes dos de L.
olivacea (QUACKENBUSH et al., 1998). O virus foi encontrado principalmente nos tumores, pulmao,
gonadas e pele de animais acometidos e nao foi encontrado em tecidos de tartarugas sadias.
Posteriormente, através da técnica de hibridizacaoin-situ, detectou-se o DNA da polimerase viral e a
sua replicacdo dentro das células epiteliais e ndo nas areas fibrosas dos tumores e ainda que este era
transcricionalmente ativo (KANG et al.,2008).

Ainda na tentativa de encontrar o agente viral causador da FP, em 1997 foi proposto um
retrovirus. Um estudo detectou atividade de transcriptase reversa pela técnica PERT® em amostras de
tumores, além de particulas sugestivas de retrovirus a microscopia eletrdnica e por SDS-PAGE’ de

particulas virais obtidas em gradiente de sucrose.

Porém os autores foram cautelosos em ndo afirmar que um retrovirus fosse o agente
causal da FP. A metodologia utilizada ndo permitia distinguir qual retrovirus estava sendo analisado e
também pelo fato destes serem amplamente distribuidos na natureza. Além disso, a falta de
conhecimento das caracteristicas epidemioldgicas da doenca ndo permitiam uma afirmacdo precisa
(CASEY et al., 1997). Os estudos subsequentes progressivamente avangaram com evidéncias mais
robustas da participacdo de herpesvirus e ndo houve mais estudos sobre a participacdo de um
retrovirus.

Os achados sobre a relacdo da FP com herpesvirus foram reincidentes, evidenciando uma
forte correlagdo de achados de DNA herpesviral em tumores e em tecidos detartarugas acometidas.
Porém, as tentativas de cultivar o virus, mesmo em células de tartarugasnao obtiveram sucesso (KLEIN
et al., 1998; LACKOVICH et al., 1999) e com isso, o cumprimento do postulado de Koch, permanece
incompleto, apesar de todas as evidéncias.

Os estudos soroldgicos sobre o LETV (lung-eye-trachea disease virus) conseguiramdistinguir
este do que a época era conhecido como FPHV (fibropapillomatosis associated herpesvirus), ou seja
gue eram dois patogenos distintos e que as doengas ndo possuiam correlacdo (COBERLEY et al., 20013,
2001b). O LETV é capaz de manter a infectividade por até 5dias em agua do mar, indicando a
possibilidade de herpesvirus de tartarugas-marinhas serem transmitidos por contato ou pela dgua

(CURRY et al., 2000).

5> Enzyme Linked Immunosorbent Assay (enzimaimunoensaio)
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Estudos sobre a etiologia continuaram elucidando a participacdo do herpesvirus naFP.
Através de métodos moleculares por PCR, o DNA viral foi encontrado em diversos tecidos além dos
tumores de tartarugas com FP e ndo foram detectados em tartarugas sem FP (LU et al., 2000b).
Simultaneamente, conseguiu-se induzir a formacao de “tumores” in vitro, pela inoculacao de filtrados
livres de células em células cultivadas de tartarugas-marinhas (LU et al.,2000a) e posteriormente, o
sequenciamento do cDNA viral e a identificacdo da replicacdo viral em tumores (LU et al., 2003). Ndo
demorou muito e o FPTHV — fibropapilloma-associated turtleherpesvirus, foi classificado na subfamilia
Alphaherpesvirinae e foram identificadas 4 variantes pacifico central (Havai), pacifico-oeste
(Australia), Pacifico-leste (Costa Rica e Califérnia) e atlantico (Florida e Barbados), sugerindo que o
virus ja existia muito antes da pandemia de FP (NIGRO et al.,, 2004; NIGRO; AGUIRRE; LU, 2004;
GREENBLATT et al., 2005). A partir do sequenciamento do gene UL28, de uma proteina montadora
ICP18.5 do GTHV, foi proposto queesta proteina recombinante poderia ser usada como antigeno

altamente especifico para fins deimunodiagndstico (NIGRO; AGUIRRE; LU, 2004).

6 PERT: Polimerase Enhanced Reverse Transcriptase

7 SDS-PAGE: Sédio-duodecil sulfato — Eletroforese em gel de poliacrilamida.
O virus foi classificado como da familia Herspesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae,

género Scutavirus e foi chamado de Chelonid herpes virus 5 (ChHV5) (ICTV, 2011), mesmo nunca tendo

sido cultivado com sucesso.

4.2 Filogeografia do ChHV5

A anélise molecular filogenética do C-FP-HV® de tartarugas da Flérida encontrou 5
variantes, sendo 3 bem semelhantes (FL-A, FL- B, FL-C), uma com 5,6 % de divergéncia (FL-D) em
C. caretta da Flérida e outra variante do Havai (HA) com 2,2 % de divergéncia das FL-A,Be 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 simpatricas. Sob a hipétese de queos
herpesvirus co-evoluem com seus hospedeiros, os autores estimaram que as variantes viraisse
formaram entre 1,6 a 4 milhdes de anos e que por isso, a FP ndo surgiu devido a uma mutagdorecente
no virus, pois seria muito improvavel que ocorresse em todas as variantes ao mesmo tempo e,
tampouco, pela disseminagdo de uma variante super virulenta e que certamentefatores
ambientais tem um papel importante no surgimento da doenca (HERBST et al., 2004).

Outro estudo sobre evolucdo do virus desconsiderando propositalmente a co- evolugdo,
encontrou uma taxa evolutiva de 1,62 x 10 a 2,22 x 10™ substitui¢cdes por locus por ano, com um
tempo para o ancestral comum mais recente (TMRCA) do ChHV5 de 192,9 a429,71anos, ou seja, saindo

da escala de milhares a milhdes de anos como proposta anteriormente, para de centenas. A taxa
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evoluciondrio do virus encontrada foi mais rapida do que o esperado endo respeitou a taxa em escala
co-evoluciondaria com o hospedeiro. E possivel que a pandemia tenha acelerado a taxa evolucionaria
devido a maior taxa de replicacdo e transmissdo. De qualquer forma, o surgimento das variantes atuais
precede a pandemia, indicando que os fatores ambientais devem ter sido responsaveis pelo seu
surgimento, e n30 uma mutacdo supervirulenta (PATRICIO et al., 2012).

Alfaro-Nunez et al. (2014) discutem aspectos da co-evolucdo virus-hospedeiro e laténcia. A co-
evolucdo explica a longa existéncia do virus e sua presenga disseminada globalmente e a alta
especializacdo do virus ao hospedeiro. Os herpesvirus oncogénicos, normalmente provocam tumores
em tecidos especificos, mas podem ficar latentes em outros tecidos, especialmente o nervoso. A
laténcia ou seja, infeccdo crénica na qual o individuo mantém o DNA viral ou particulas virais inteiras
por toda a vida, com esporadicas replicacdes e manifestacdes clinicas, é controlada por genes cuja
expressao protege o genoma viral do sistemaimune do hospedeiro.

Avalidacdo de uma técnica de singleplex PCR com 3 conjuntos de primersse mostrou trés
vezes mais sensivel que o nested-PCR mais utilizado nos estudos do ChHV5 (ALFARO-NUNEZ; GILBERT,
2014) e permitiu verificar que ao contrdrio do que se pensava antes, 0 virus ocorre sim em
aproximadamente 15% dos animais sadios das diversas espécies acometidas por FP, confirmando a

teoria da laténcia do ChHV5.

No Brasil inicialmente foi detectada a variante Atlantica (Rodenbusch et al. 2012 ) que é
a mesma que ocorre em Porto Rico e no Golfo da Guiné (PATRICIO et al., 2012). Como a assembleia
de Chelonia mydas juvenis brasileira possui haplétipos de diversas dreas de nidificagao, é possivel que
haja um fluxo génico viral desde o Caribe através da corrente do Brasilou da Ilha de Ascengdo ou do
Golfo da Guiné pela corrente sub-equatorial. Posteriormente foram detectadas 6 variantes virais no
Brasil pertencentes ao grupo Atlantico (Porto Rico, Golfoda Guiné), Atlantico oeste e Caribe leste
(figuras 21 e 22) (RODENBUSCH et al., 2014). A ocorréncia destas variantes combina com a dos
hapldtipos de DNA mitocondrial e nuclear de Chelonia mydas juvenis encontrados no Brasil sendo a
maioria proveniente da ilha Ascencdo, Costa Rica e Caribe (Suriname e Aves) com contribuices

menores de outras dreas como llha deTrindade, México e Golfo da Guiné (NARO-MACIEL et al., 2007).

8 C-FP-HV, FHV, FPHV, CHV, FPTHV s3o diversas siglas utilizadas para denominar o herpesvirus associado a

fibropapilomatose. Recomendamos utilizar a sigla ChHV5 definida pelo Comité Internacional de Taxonomia

dos Virus.
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Apesar das evidéncias da associacdo causal com o herpesvirus, isto somente ndo explicaria as

caracteristicas ecoldgicas ja conhecidas da FP, como por exemplo, afetar principalmente juvenis,

ocorrer em areas costeiras mais poluidas e a grande variacdo na prevaléncia em areas geogréficas

proximas (HERBST, 1994) além da possibilidade de regressdo em alguns animais (BENNETT; KEUPER-

BENNETT; BALAZS, 1999). Estas caracteristicas epidemioldgicas somadas as evidencias filogenéticas

citadas anteriormente, como o tempo de existéncia do virus antes do inicio da pandemia, implicam

em que fatores ambientais contribuiram para o surgimento da doenca e sua evolucdo rapida e

pandémica. Esses fatores serdo abordados da se¢do sobre caracteristicas ambientais mais adiante.
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Figura 21: Arvore filogenética de nucleotideos do gene da DNA polimerase do ChHV5usando o método

de distancias de agrupamento de vizinhos, com 1000 réplicas “bootstraps”. Sequéncias foram geradas

por Rodenbusch et al. (2014) ou obtidas doGenBank. HW: Havai, EUA. MEX: México; FL: Flérida, EUA;

PR: Porto Rico; BRB: Barbados; AUS: Australia; SD: S3o Diego, EUA; GG: Golfo da Guiné; BR: Brasil.

Retirado de (RODENBUSCH et al., 2014).
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4.3

O conhecimento da filogeografia do ChHV5 podera ser aprimorado com estudos que
incluam amostras colhidas ao longo de maior periodo (décadas), mais areas geograficas como o Mar
Mediterraneo, a costa Africana, a costa oeste do Atlantico Sul, o Oceano indico e mais regides no
hemisfério norte no Pacifico oeste (figura 6). O descobrimento de novas areas de reproducdo e da
estrutura populacional de C. mydas também podera enriquecer os modelosgenéticos e aprimorar o

conhecimento da sua filogeografia.

4 BA(4,5)
:4ESE4
. #sp(1,2,4)

500 km

Figura 22: Locais onde foram encontradas as variantes virais do ChHV5. Estrelas cinza dados
provenientes do Genbank. Estrelas pretas, amostras analisadas non Brasil. Percebe-se a falta de
informacgdes na regido do indo-pacifico, mediterraneo e oeste-Atlantico. FL- Florida; SD-San Diego;
HW — Havai; MEX — México; PR — Porto Rico; - BRB — Barbados; AUS

— Australia; GG — Golfo da Guiné; CE — Ceara; BA — Bahia; ES — Espirito Santo; SP - Sdo Paulo.Extraido de
Rodenbusch et al. (2014).

Transmissao, hospedeiros intermediarios e vetores

Os estudos sobre transmissdao da FP confirmaram a suspeita baseada em evidéncias
epidemioldgicas de que a doenga era transmissivel e posteriormente, comprovou-se a participagdo
do Chelonid Herpesvirus 5 na sua etiologia. Porém ha poucos estudos que demonstrem como a
doenca se dissemina no ambiente natural (WORK et al., 2014b). Qualquerhipdtese de mecanismo de
transmissdo continua possivel uma vez que nenhuma foi efetivamente confirmada.

Uma das primeiras hipoteses postuladas sugeria a participa¢do de algum hospedeiro
intermedidrio ou vetor mecanico. Culturas bacterianas e virais, exames histopatolégicos e exame de
ectoparasitos e epibiontes em tumores e nas tartarugas nao indicaram, nenhuma participagao de

qualquer agente na etiologia da doenca(AGUIRRE et al., 1994b). Posteriormente, para verificar essa
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hipétese, diversos organismos foram testados quanto a presenca de DNA de herpesvirus. Os primeiros
foram os peixes limpadores Talassomaduperrey observados mordiscando tumores de tartarugas no
Havai (LU et al., 2000c) onde foi encontrado DNA do gene pol do GTFP por PCR simples. O peixe foi
proposto como candidato a vetor mecanico do virus entre tartarugas. Fazer esse tipo de associacdo
apenas por encontrar opatégeno no organismo candidato pode ndo ser adequado, pois o simples

achado nao implica em meios para transmissao.

Greenblatt et al. (2004) analisaram diversos endo e ectoparasitas de C. mydas em busca
de DNA viral por qPCR o que permitiu verificar que as sanguessugas do género Ozobranchus spp.
continham um numero de cépias do virus compativel com o que era encontrado nos tumores,
indicando que este organismo poderia ser um vetor mecanico do virus.Estas sanguessugas marinhas e
seus ovos sdao encontradas com relativa frequéncia em tartarugas marinhas debilitadas e portadoras
de fibropapilomas (observacdo pessoal) (HERBST,1994; LOUREIRO; MATOS, 2009). A época n3o havia
confirmacdo de viremia pelo ChHV5, o quelevou os autores a interpretarem que a sanguessuga se
infectasse por contato com epitélio infectado e funcionasse apenas como um vetor mecanico. Hoje
sabemos que a viremia ocorre, portanto a sanguessuga poderia ser considerada um hospedeiro
intermedidrio, infectando-se ao ingerir sangue. De qualquer forma, o artigo ndo incluiu possiveis
mecanismos de transmissao,levando-se em conta que os ciclos biolégicos das sanguessugas O. margoi
e O. branchiatus completam-se no mesmo hospedeiro. Até o momento, nao se definiu se ha de fato

a participacdo de algum vetor ou hospedeiro intermediario.

N3ao se exclui também a possibilidade de transmissdo direta via dgua ja que sabe- se que
herpesvirus de tartarugas-marinhas permanecem infectantes por até 5 dias na dgua em condigdes
ambientais (CURRY et al., 2000). Estudos genéticos sobre a filogeografia global (ndo incluindo a
América do Sul) do ChHV5 sustentam a hipdétese de que a transmissdo do virus ocorrena fase neritica
apds a fase pelagica e o recrutamento em &reas de alimentac3o (PATRICIO et al.,2012). A relativa
homogeneidade das variantes em uma mesma regido e as diferencas observadas em escalas
geograficas maiores (ENE et al., 2005) além da rapida divergéncia das variantes, associado ao fato do
virus ser transmissivel (HERBST et al., 1995c) sdo os fatos que indicam que a transmissdo ocorra entre
individuos em areas de alimentacdo na costa.

A transmissdo vertical, ou seja, da mae para a prole ndo foi devidamente estudadaainda.
Em recente estudo, foi verificada a presenga de DNA de ChHV5 em 1 fémea entre 41 analisadas. Foram
analisados também 59 filhotes de 6 diferentes ninhos, inclusive da fémea positiva, e foram negativos.
Mais estudos com nimeros amostrais maiores, além de avaliacdo dos ovos poderdo elucidar melhor
se ha transmissdo vertical (ALFARO-NUNEZ et al., 2014).
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As evidéncias de um possivel fluxo génico viral entre areas geograficas longinquas foi
verificado pela semelhanga genética entre as variantes virais de Porto Rico e do Golfo da Guiné. Estas
duas areas sao ligadas pela corrente sub-equatorial responsdavel pela dispersao de filhotes no sentido
leste-oeste da Africa para o Brasil e Caribe. O retorno de individuos adultos portadores no sentido
oeste-leste de volta para dreas de reproducdao do Golfo da Guiné poderiaexplicar o fluxo génico
(PATRICIO et al., 2012). O mesmo foi verificado entre Turks e Caicos, no Caribe, e Portugal (ALFARO-
NURNEZ et al., 2014).

A laténcia verificada do ChHV5 (ALFARO-NUNEZ et al., 2014) implica na adogdo de
medidas sanitarias rigorosas nos locais que mantém animais em cativeiro e fazem reabilitacdo de
tartarugas com FP. O tratamento cirurgico realizado para remocdo dos tumores antes da soltura
ocorre em diversos locais no Brasil e no mundo. O tratamento e a aparente remissdo dadoencga ndo
previne que o animal continue infectado e que eventualmente dissemine o virus. Isso representa um
risco real de contaminacdo especialmente nos animais de cativeiro onde ascondi¢cdes de manejo
geralmente propiciam a contaminacao cruzada por fomites e pelo contatoentre os animais. Da mesma
forma, trabalhos de campo com captura e marcacdo podem promover a infeccdo cruzada entre

animais saudaveis e doentes.

Recentemente foi proposto que a disseminagdio do ChHVS5 ocorra por
“superdisseminadores”, ou seja, individuos que possuem altas taxas de replicagao litica do virusnas
células epiteliais e que portanto possuem maior possibilidade de transmitirem o virus. Geralmente
sdo tartarugas que possuem muitos tumores iniciais, pois estes possuem as maiorestaxas de replicacdo
(WORK et al., 2014b). Isso explicaria em parte a alta prevaléncia de FP em areas com alta densidade
populacional de tartarugas, o que em geral coincide com as areas poluidas e com maior produtividade
primdria e consequente maior abundancia alimentar(SANTOS et al., 2010). Porém, o mecanismo de
transmissdo entre o portador e o receptor aindanao estd claro. A transmissdo direta pela agua ou pelo
ambiente subjacente a tartaruga portadora parece improvavel dada a escassez de tumores com virus
replicantes e no nimero desuperdisseminadores. Portanto, mais pesquisas sdao necessarias para
verificar o papel de possiveis vetores e hospedeiros intermediarios (até o momento peixes limpadores

e sanguessugas) na amplificacdo do potencial de transmissdo (WORK et al., 2014b).

4.4  Prevaléncia’ e distribui¢do

A partir da década de 1980, constatou-se que a FP assumiu um comportamento
epidemioldgico pandémico, ocorrendo em praticamente todas as areas de ocorréncia de tartaruga
marinhas (ALFARO-NUNEZ et al., 2014). As tartarugas sdo circuntropicais ocorrendo em todos os

oceanos e apresentam uma histéria de vida complexa associada a sua biologia reprodutiva (GOMES;
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SANTOS; HENRY, 2007). Ocupam diferentes dreas ao longo de seu ciclo biolégico. Ao nascerem
migram para areas oceanicas onde passam os primeiros anos de vida. Posteriormente, migram para
areas de alimentacdo onde podem ser residentes por periodos demeses a anos durante a fase juvenil,
que dura em torno de 25 a 30 anos. Durante esta fase podem se distribuir em areas geograficas muito
amplas (BOWEN; KARL, 2007).

Para se ter uma ideia, a maioria dos haplétipos de tartarugas-verdes encontradas no
sudeste brasileiro sdo provavelmente provenientes da ilha de Ascencao, localizada no meio do oceano
Atlantico a aproximadamente 2900 Km do estado de Pernambuco e a mesma distancia de Angola na
Africa. Também esta a 3700 Km em linha reta da cidade de Ubatuba, S3oPaulo, um dos locais onde as
tartarugas provenientes de Ascencdo foram amostradas para andlise filogenética (NARO-MACIEL et
al., 2007). Nesse percurso, as tartarugas juvenis passam por ambientes com diferentes graus de risco
antrépico ao longo da costa.

Ao chegarem na idade reprodutiva, retornam para a regido de seu nascimento,
empreendendo migracGes transoceanicas. Na fase juvenil forma aglomeragdes que contém
assembleias de hapldtipos diversos originados de diferentes sitios reprodutivos (BOWEN; KARL,2007).
Com toda essa movimentacdo, seria de se esperar que a FP ndo assumisse prevaléncias e
manifestagoes clinico-patoldgicas diferentes entre regides geograficas, mas que fosse homogénea, ao
menos dentro da mesma bacia oceanica. Apesar disso, as variantes genéticas do ChHV5 assumem uma
distribuicdo compativel com as do seu hospedeiro, indicando que as tartarugas carreiam o virus entre
as areas de reproducgado e alimentagao depois de se infectaremna fase juvenil quando chegam da fase
oceanica nas areas de alimentagdo (ENE et al., 2005; PATRICIO et al., 2012). Com isso, apesar das
caracteristicas gerais da doenga serem semelhantes,hd diferengas geograficas na manifestagdo e na
epidemiologia da doenga, que certamente estdo ligadas as variantes virais existentes e as
caracteristicas ambientais de cada local.

A prevaléncia da FP é muito varidvel, mesmo entre localidades relativamente préximas.
Como exemplo, na regido central da peninsula da Fldrida, na laguna Indian River, umadas dreas onde a
FP é mais estudada, trés aglomeragGes de C. mydas proximas, apresentam prevaléncias de 61% (310)
na laguna, 14,8% (n=256) proximo a um porto na costa com passagenspara a laguna e 0% (n=82) em
um recife em mar aberto. Os trés locais se distinguem especialmente quanto a hidrodinamica sendo

a laguna menos e o recife mais sujeitos a marés ecorrentes (HIRAMA; EHRHART, 2007).

% Por prevaléncia entende-se o nimero de casos de uma doenca identificados em uma populacdo em um dado
periodo. Nao se aplica o termo incidéncia pois refere-se apenas ao nimero de novos casos em uma populagdo
em um dado periodo. Os estudos de FP de maneira geral ndo podem distinguir casos novos na populagdo
devido as caracteristicas do estudo a campo no ambiente marinho ea dindmica populacional de tartarugas-
marinhas. Por isso o termo prevaléncia é mais adequado.
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No Brasil ndo ha estudos que comparem a prevaléncia em dreas préximas apesar de
existirem diferencas locais ja identificadas (SANTOS et al., 2010; TOREZANI et al., 2010), masas
diferencas na prevaléncia de FP sdo mais gritantes entre regides geograficas distantes, comopor
exemplo, 58,3% (n=211) no Espirito Santo, em uma enseada urbana (SANTOS et al., 2010) ea auséncia
nas trés principais ilhas oceanicas (Atol das Rocas, Trindade e Fernando de Noronha(BAPTISTOTTE,
2007). Esta caracteristica de maior prevaléncia em areas proximas a regides urbanas é uma
caracteristica comum da FP (HERBST, 1994; ADNYANA; LADDS; BLAIR, 1997) e revela sua correlacdo
com a degradacdo ambiental (AGUIRRE; LUTZ, 2004).

Entre os estados brasileiros, o Ceard com 36,9%, Rio Grande do Norte 31,4% e o Espirito
Santo com 27,4% sdo os que tiveram maior prevaléncia entre 2000 e 2005. Na Bahia a prevaléncia foi
de 15,8%, no Rio de Janeiro de 5,96%, Sergipe, 18,46% e Sdo Paulo, 10,73 % (BAPTISTOTTE, 2007).
Nesse periodo a FP apresentou uma leve tendéncia de declinio na prevaléncia, porém o periodo é

curto para se estimar o comportamento da epizootia (BAPTISTOTTE, 2007).

No Havai a prevaléncia varia de 0 a 92% (BALAZS; POOLEY, 1991), mas a FPapresenta uma
curva epidémica tipica em Molokai, crescente de 1982 até a metade da década de 1990 e decrescente
em diante até 2007 (CHALOUPKA; BALAZS; WORK, 2009). Essa curva epidémica foi confirmada quando
se analisou dados de todo o arquipélago até 2010, mas com areas estaveis, com diminuicdo ou
aumento quando analisadas isoladamente (VAN HOUTAN; HARGROVE; BALAZS, 2010). Na Flérida, a
prevaléncia cresceu em tartarugas encalhadas entre 1980 e 1990, em uma taxa de 1,2% ao ano e
triplicou em 10 anos (FOLEY et al., 2005). Em todacosta leste Americana, a prevaléncia variou entre
11 a 52%, com maior prevaléncia no Golfo daFldrida (52%) e nas areas de aguas abrigadas (lagunas)

do que na costa ocednica do Atlantico (39% x 14,6%).

CARACTERISTICAS AMBIENTAIS ASSOCIADAS A FP

Um dos aspectos mais intrigantes da epidemiologia da FP é a sua alta prevaléncia
associada a locais mais poluidos, atribuindo a doenga uma associacdo indiscutivel com a qualidade
ambiental (VAN HOUTAN; HARGROVE; BALAZS, 2010). Essa ocorréncia tornou a FP um indicador da
qualidade ambiental e fez da C. mydas uma espécie sentinela (AGUIRRE et al., 1994b; AGUIRRE; LUTZ,
2004).

Uma questdo que gera duvida é se seria possivel correlacionar parametros dos animais
ao local em que sdo encontrados. Como as tartarugas sdo migratérias, o estudo da influéncia das
caracteristicas de determinado local seria considerado inadequado, ja que as tartarugas estariam
sempre em transito e, portanto, parametros bioquimicos e toxicolégicos ndo poderiam ser
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correlacionados com o ambiente em um determinado local. Porém, na Australia as tartarugas-verdes
juvenis (de 5 a 10 anos) podem ter alta fidelidade por décadas emuma area de alimentacgao, ficando
susceptiveis aos impactos antrépicos relativos a essa area (Chaloupka, Limpus e Muller, 2004 apud
Arthur, Limpus, et al. 2006). No Havai também exibem esse comportamento (VAN HOUTAN;
HARGROVE; BALAZS, 2010). No Brasil, estudos demonstram que as caracteristicas ambientais locais
se refletem na dieta de tartarugas-verdes, alterando aspectos nutricionais e de salude como a
prevaléncia de fibropapilomatose (SANTOS et al., 2010, 2011). Nosso grupo encontrou concentracdes
decrescentes de fésforo plasmatico entre trés dreas de alimentacdo com grau decrescente de
eutrofizacdo (Santos et al. dados ndopublicados). Portanto, podemos considerar que os pardmetros
de saude e toxicoldgicos de tartarugas-verdes juvenis sdao um reflexo das caracteristicas locais no
tempo presente, e quantoaos contaminantes persistentes que bioacumulam, também da histéria

pregressa.

Pouco se sabe sobre os aspectos ambientais que modulam a manifestacdo da FP nos diversos
locais. Muitos possiveis agentes foram sugeridos como etiologia da FP, entre eles, fatores ambientais
como radiacdo ultravioleta, contaminantes (HERBST, 1994) e toxinas de dinoflagelados (ARTHUR et
al., 2006b), porém sem nenhuma certeza. Com a confirmacdo da associacdo da FP com o ChHVS5, os
fatores ambientais passaram a ser considerados como indutores ou moduladores da infeccdo e de sua
manifestagdo e ndo como agentes causais. Essepapel pode se dar por pelo menos duas razdes basicas
gue podem atuar juntas ou separadas. Os fatores ambientais podem favorecer o virus (VAN HOUTAN
et al., 2014) ou desfavorecer o hospedeiro através do comprometimento da imunidade (WORK et al.,

2001).

Apesar das tentativas, nenhum estudo até o momento conseguiu desvendar

irrefutavelmente qualquer relagao especifica entre a FP e estes fatores.

5.1 Fertilizantes e eutrofizacao

A relagdo espacial entre a prevaléncia de FP com dreas que recebem influéncia da zonas
de agricultura foi confirmada no Havai, onde hd populag¢des residentes de C. mydas em suas diferentes
ilhas (VAN HOUTAN; HARGROVE; BALAZS, 2010). Foi proposto que o aporte de fertilizantes das zonas
agricolas para o ambiente marinho (especialmente o nitrogénio) seria umfator importante na inducdo
da FP. O nitrogénio seria incorporado pelas algas na forma do aminodacido arginina, que ao ser ingerido
pelas tartarugas favoreceria o desenvolvimento viral. Em estudo complementar foi verificado que o
nivel de arginina nos tumores era mais elevado que em outros tecidos, assim como nas algas invasoras
das quais as tartarugas se alimentam. Com isso, os autores alegaram ter desvendado a rela¢ao da FP

com a poluigcdo. Porém, seu argumento foi refutado convincentemente por outros pesquisadores que
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alegaram que amesma légica poderia ter efeitos contrarios e que seria imprudente focalizar na
arginina e desconsiderar outros fatores em uma questdo tdo complexa (WORK et al., 2014a). Como
contraponto aos argumentos apresentados para arginina, o aminodcido acido glutamico é inibidor de
tumores e também abundante. Assim, por essa légica seria ele o responsavel pelo declinio da FP no
Havai? A assinatura de aminoacidos entre diferentes tecidos é normalmente varidvel e além disso
guestionaram aspectos metodoldgicos importantes que demandam no minimo maiores estudos

sobre o assunto.

Em outro estudo foi adotado um indice de avaliagdo ecolégica (EEI — ecological evaluation
index) baseado na avaliacdo da composicdo percentual de macréfitas sucessionais tardias e de
oportunistas (SANTOS et al., 2010). O estudo comparou uma area endémica no Espirito Santo e uma
drea indenel® em Fernando de Noronha. A 4rea endémica recebeu um escore 2 enquanto a drea
indene recebeu 8 em uma escala de 2 a 10. A 4drea endémica teve 52%de prevaléncia contra zero em
Fernando de Noronha. Além disso, as caracteristicas da FP que foram avaliadas sugerem que a FP é

particularmente severa no Espirito Santo.

Uma questdo que enfraquece a argumentagdo na maioria dos estudos que associam biomarcadores,
bioindicadores ou qualquer outro aspecto ambiental com a altaprevaléncia de FP, é a simples relacdo
direta entre a aglomeracdo em dreas de alimentacdo e a prevaléncia. Como se trata de uma doenca
contagiosa, a proximidade e a densidade populacional serdo sempre fatores determinantes do
aumento do risco de transmissao, levandoa pergunta: As areas poluidas tem maior prevaléncia de FP
porque sao mais poluidas ou simplesmente porque tem mais tartarugas? A possibilidade da presenca
de “superdisseminadores”, ou seja, poucos animais com muitos tumores pequenos que disseminam

muito o virus, é compativel com a transmissdo maior em locais de alta densidade (WORK et al., 2014b).

Essa légica da relacdo densidade-transmissdo ndo foi verificada na Fldrida. As dreasde

maior densidade (golfo da Flérida) tiveram maior prevaléncia em relacdo as dreas de menordensidade
(Atlantico), com base no monitoramento de animais encalhados (FOLEY et al., 2005).Uma questédo
importante a se considerar é que o monitoramento de FP através de animais encalhados pode ter
vieses relacionados com inimeros fatores como as causas de morte, derivadas carcagas e atividades
antrépicas em nivel local e regional, dificultando a extrapolagdo para a populagdo. Esses fatores
poderiam superestimar a prevaléncia da doenga (HERBST, 1994), porém, esta superestimativa em

estudos com encalhes nao foi verificada no Brasil quando a prevaléncia foi comparada entre estudos

de captura intencional e encalhes (BAPTISTOTTE, 2007).

0 Indene refere-se a uma area sem relato de casos de determinada doenca.
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A relacdo densidade x prevaléncia deve ser mais estudada através de estudos
populacionais especificos com captura intencional e com estimativas reais de densidade para

esclarecer melhor questao.

5.2 Toxinas de algas tdxicas

Diversas microalgas e dinoflagelados téxicos crescem epifitamente sobre as macroalgas
das quais as tartarugas-verdes se alimentam. Ao comerem, essas tartarugas se expdem as toxinas que
as algas produzem naturalmente como defesa. Floragbes de algas téxicas podem ocorrer tanto
naturalmente como em dreas eutrofizadas (O’NEIL et al., 2012) e imp&e um alto risco de mortalidade
para a fauna marinha, mas o seu efeito crénico sub-letal ndo é muito conhecido (CAPPER;
FLEWELLING; ARTHUR, 2013). A presenca de brevetoxina, produzidapelo dinoflagelado Karenia brevis
em tecidos de Lepidochelys kempii foi demonstrada durante eentre episédios de maré vermelha na

Flérida (PERRAULT et al., 2014).

A dieta de tartarugas verdes foi acompanhada durante um episédio de floragdo de
Lyngbya majuscula, uma cianobactéria que produz mais 70 compostos com acao bioldgica, entreeles a
lyngbyatoxina A, que é promotora de tumores (ARTHUR et al., 2006a). A toxina foi detectada nas algas
em baixa concentracdo (0,26 mg/Kg de matéria seca) e ndo houve efeitos visiveis sobre a saide dos
individuos, exceto uma diminuicdao nos niveis de glicose e sddio, indicando um possivel mudanca
dietdria em fung¢do da floragdo e da diminuicdo da qualidade dos itens alimentares. Esse estudo
também evidenciou um certa agao seletiva das tartarugas eque a ingestao de Lyngbya majuscula foi
predominantemente acidental. Os efeitos imunomoduladores das brevetoxinas sobre o sistema
imune de tartarugas-marinhas foram verificados em Caretta caretta (WALSH et al., 2010). Também
foram detectados em tartarugas-verdes acido okadaico, saxitoxina (conteldo intestinal) e
brevetoxinas (figado) simultaneamente indicando um potencial maior de danos a saude por
intoxicacGes mistas (CAPPER; FLEWELLING; ARTHUR, 2013). Em areas eutrofizadas, estas toxinas sdo
mais abundantes, o que levanta a hipdtese de que estas substancias poderiam atuar no surgimento e
desenvolvimento da FP.

O 4cido okadaico, toxina produzida por dinoflagelados (Prorocentrum sp.) é oncogénico
podendo ser um fator indutor da FP (LANDSBERG et al., 1999). Sua distribui¢do geografica coincide
com a da FP e as tartarugas ingerem o dinoflagelado acidentalmente quandose alimentam, estando
sujeitas a intoxica¢do cronica. Muitas evidéncias experimentais com ratos sugerem uma participagao
do acido okadaico na inducdo da fibropapilomatose conjunta com o herpesvirus. Mais estudos serdo
necessarios para esclarecer o efeito tumorigénico, co- estimulador ou imunossupressor do acido

okadaico e outras toxinas na fibropapilomatose.
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Um aspecto que ndo é abordado na literatura é sobre os mecanismos de defesa
fisioldgicos e imunolégicos que as tartarugas-marinhas por certo possuem contra as toxinas, dada a
sua idade evolutiva e extrema adaptacdo ao ambiente marinho e a sua dieta. Estudos sobre esse
assunto ajudariam a explicar a falta de influéncia direta das toxinas sobre a saude das tartarugas,

mesmo diante de uma floragdo téxica como no caso da lyngbyatoxina A na Austrdlia.

5.3 Contaminantes

Os pesquisadores da fibropapilomatose sempre especularam sobre a participacdo de
contaminantes na etiologia ou na patogenia da FP (AGUIRRE, 1992; HERBST, 1994; HERBST; KLEIN,
1995; AGUIRRE; LUTZ, 2004). Contaminantes podem atuar como carcindgenos, ou co- carcinégenos,
favorecendo a expressdo viral ou como imunossupressores, dificultando o controle da infeccdo pelo
organismo hospedeiro. A fibropapilomatose foi associada a imunossupressdo (AGUIRRE et al., 1995;
CRAY et al., 2001; WORK et al., 2001, 2002) levando a hipdtese de participacdo de contaminantes
imunossupressores na manifestacdo da FP. Astartarugas-marinhas acumulam contaminantes nos seus
tecidos a partir da alimentacao, da ingestdo incidental de sedimentos ou do contato direto com fontes

de poluicdo e em derramesde 6leo por exemplo (SHIGENAKA, 2003; CAMACHO et al., 2014).

O primeiro estudo que tentou correlacionar contaminantes a FP data de 1994, e avaliou
tecidos e ovos de C. mydas (AGUIRRE et al., 1994a). Porém, ndo conseguiu obter niveis detectaveis de
pesticidas organoclorados, bifenilpoliclorados, organofosforados, carbamatos e metais pesados e
consequentemente, estabelecer alguma correlagdo com a fibropapilomatose. Possivelmente a
sensibilidade do método utilizado (20 a 1000 ng/g) ndo era compardvel aos baixos limites de deteccdo
das metodologias atuais. Outro estudo analisou trés Chelonia mydasdo Havai encontrando mais PCBs
em uma tartaruga sem FP do que as outras duas com FP, porémo numero de amostras era muito

pequeno para permitir qualquer conclusdo (MIAO et al., 2001).

A utilizacdo de plasma sanguineo como amostra para analise de contaminantes por
cromatografia gasosaou liquida, acoplada a espectrometria de massas foi um passo importante.Por ser
uma coleta de material minimamente invasiva e ndo destrutiva, como no caso dos tecidos, tornou-se
possivel estudar animais de vida livre sem necessidade de eutanasiar os animais, permitindo também
a coleta seriada de amostras e o monitoramento temporal (KELLER; KUCKLICK; MCCLELLAN-GREEN,
2004). A concentracdo de contaminantes organoclorados no sangue de tartarugas-marinhas
corresponde a da gordura corporal. Deve-selevar em conta porém, que a concentragdo plasmatica
varia mais que a da gordura, pois sofre influéncia direta da ingestdo e também do aumento da

concentracdo dos contaminantes persistentes pela mobilizagcdo de gordura corporal para obtengao de
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energia pelo animal, tantopatolégica (caquexia), quanto fisioldgica (afagia reprodutiva) (KELLER et al.,
2004a).

Um estudo recente utilizando amostras de plasma de C. mydas no Havai consideroua
participacdo de 164 contaminantes persistentes descartada como fator causal da FP, mas a
concentracdo de contaminantes observada foi considerada como fator que influencia na condicao
geral do individuo acometido durante a progressdo da doenca (KELLER et al., 2014). Foram analisados
guatro grupos de tartarugas divididos por area geografica com diferentes prevaléncias de FP. Quatro
classes de POPs (poluentes organicos persistentes) foram detectadasem pelo menos uma tartaruga de
cada grupo (4,4'- DDE, total clordanos, total PBDEs, and totalPCBs). Porém, ndo se verificou uma
correlacdo positiva entre a prevaléncia de FP e a concentragcdo de contaminantes, o que levou a
conclusdo de que os contaminantes ndo participam como gatilho da FP. O grupo de tartarugas
encontradas encalhadas com alto grau de acometimento, e que tiveram que ser eutanasiadas,
apresentaram as maiores concentra¢des de POPs, atribuida a mobilizacdo de reservas energéticas
lipidicas para sobrevivéncia. A medida queo grau de FP aumentou e o indice de condi¢do corporal
diminuiu, o total de PCBs e os PBDEs hidroxilados dietdrios diminuiu. A medida que o lipideos
plasmaticos e hematdécrito diminuiram, os PCBs, PBDEs e 4, 4'-DDE aumentaram e os PBDEs
hidroxilados dietarios diminuiram. Essas correlacdes sao explicadas pela perda de peso, mobilizacdo
lipidica e diminuicdo da ingesta no grupo de tartarugas encalhadas. Nas tartarugas nao encalhadas a
medida que o grau de FP aumentou e a condigdo corporal diminuiu, as concentra¢des de 6-OH
PBDE 47 diminuiram, refor¢ando a diminuicdo de ingesta em tartarugas acometidas, que por isso
acumularam menores niveis de produtos naturais derivados de algas. Os autores rejeitam a hipdtese
de quePOPs teriam um efeito imunossupressor favorecendo a infec¢do e o inicio da FP, pois as
concentragdes obtidas foram muito baixas, aliado ao fato de que as tartarugas se tornam

imunossuprimidas apds adquirirem a doenca.

Caretta caretta adultas de Cabo Verde apresentaram niveis plasmdaticos de PCBs
inversamente correlacionados com o hematdcrito indicando que pode haver anemia relacionada a
presenca desses compostos (CAMACHO et al.,, 2013). Tartarugas com graus elevados de FP
apresentam-se geralmente anémicas (WORK; BALAZS, 1999; AGUIRRE; BALAZS, 2000; SANTOS, 2005),
e a presenca de contaminantes poderia portanto, agravar o quadro ou reduzir as chances de
recuperacdo. Da mesma forma, as concentracdes plasmaticas de contaminantes organoclorados se
correlacionam com diversos parametros hematoldgicos e bioquimicos de Caretta caretta, indicando
anemia, imunomodulag¢do, dano hepatocelular e alteragGes proteicas e iGnicas (KELLER et al., 2004b).
Por isso, é provavel que a liberagdo de contaminantes provenientes da gordura contribua para uma

pior condicdo de saude e consequentemente o agravamento da FP. Isso explicaria por exemplo,
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variacdes na gravidade em termos de grau de acometimento de fibropapilomatose entre dreas

geograficas com graus diferentes de poluicdo.

Ha poucos dados cientificos disponiveis sobre a presenca e efeitos dos hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAP) sobre C. mydas (CAMACHO et al.,, 2014) e nenhum sobre a
fibropapilomatose. HAPs (somatdrio dos 16 HAP considerados mais toxicologicamente relevantes)
foram os contaminantes encontrados em maiores concentragesem C. caretta adultas em desova em
Cabo Verde. Fenantreno e fluoreno foram encontrados com maior frequéncia. Diversas correlagdes
foram encontradas entre os HAP e parametros leucocitarios (heterofilos, eosinéfilos e mondcitos)
indicando que possa haver uma modulagdo da imunidade inata. HAPs também apresentaram
correlagdes com diversos eletrdlitos, enzimas,proteinas e albumina, indicando que HAP podem afetar
especialmente os rins (CAMACHO et al.,2013). Convém levar em conta que HAP ndo sdo acumulados
pois sao biodegradados rapidamente. Assim, a presenca de HAPs no plasma revela sempre a condicao
atual de contatoda tartaruga com os HAPs do ambiente, mesmo em fémeas afdgicas devido ao ciclo
reprodutivo e que dependem de intensa mobilizacdo energética, levando a mobilizacdo de
contaminantes da gordura. Dado o potencial carcinogénico dos HAP, é prudente e oportuno avaliar o
seu efeitosobre o inicio e o desenvolvimento da FP.

Diversos estudos relatam a ocorréncia de metais e outros elementos trago em tecidos e
ovos de Chelonia mydas, e sua bioacumulagao porém, nenhum estudo recente avaliaa associagdo com
a FP, sendo uma darea aberta para amplos estudos (SAKAI et al.,, 2000; STORELLI et al., 2008;
KOMOROSKE et al., 2012; BEZERRA et al., 2013; CAMACHO et al., 2014; DA SILVA etal., 2014).

A IMUNIDADE E A FP — ESTUDOS IMUNOLOGICOS E HEMATOLOGICOS

Elevados niveis de corticosterona e uma resposta adrenal ao estresse de captura mais
elevada de tartarugas com FP em relagdo a ndo acometidas justificam a tese de imunossupressao
(AGUIRRE et al., 1995). Os autores compararam os nhiveis de corticosterona, valores bioquimicos e
hematoldgicos de dois grupos de 5 individuos de tartarugas-verdes com esem FP. Obtiveram maiores
niveis médios de corticosterona, maior contagem de heterofilos e relacdo heterofilos/linfécitos nos
animais acometidos. Os parametros bioquimicos revelaram pior condicdo corporal nas tartarugas com
FP e a hematologia uma anemia cronica. Os niveis de elevacdo de corticosterona nos animais
acometidos foi maior e permaneceram mais elevados até 24 pds captura. Os resultados sugeriram que
os animais com FP sdo mais suscetiveis a outrasdoencas que podem ocorrer em paralelo a FP e mais
debilitados. Apesar do nimero amostral baixo (5 animais por grupo de acometimento), os autores
conseguiram verificar diferengas no comportamento da corticosterona, bioquimica e hematologia em

4 categorias de acometimentoem 4 coletas ao longo de 24 horas. A corticosterona apresentou um pico



entre 3 e 4 horas apdsa captura sendo a elevacdo maior nas tartarugas mais acometidas. Nas
tartarugas sadias, a corticosterona baixou mais do que nas doentes apds 24h. Tartarugas com FP
apresentaram anemia ndo regenerativa, linfocitopenia e heterofilia, revelando uma condicdo de
imunossupressdo cronica. A relagdo heterofilos/linfocitos foi elencada como boa indicadora do
estresse de captura. As tartarugas com FP tiveram maiores valores de heterofilos e menores de

linfécitos ao longo do tempo e consequentemente da relagdo heterdfilos:linfécitos.

Outro estudo que compara valores hematolégicos de tartarugas com e sem FP foi feito
na Indonésia em tartarugas desembarcadas de um barco de pesca (ADNYANA; LADDS; BLAIR, 1997).
As amostras foram coletadas por pungdo cardiaca em 29 tartarugas sem FP e 26 acometidas, sem
definicdo de grau de acometimento. Foi encontrada uma discreta anemia caracterizada pelo menor
valor da contagem total de hemacias no grupo com FP, porém esse achado foi atribuido a parasitose
cardiovascular por Spirorquidae, além disso, certamente, o fato de serem animais que permaneceram
embarcados em condic¢Oes estressantes, sujeitos a desidratacdao, mascaram a condicdo basal, mesmo
dos animais saudaveis, incluindo um fator que altera de maneira importante os parametros
hematoldgicos.

Work & Balazs (1999) realizaram um estudo correlacionando parametros hematoldgicos
das tartarugas acometidas em diferentes graus e verificaram que as tartarugas acometidas estavam
anémicas, hipoproteinémicas e possivelmente imunossuprimidas. Este estudo foi feito com amostras
colhidas do seio venoso cervical, mais comparaveis com os estudos que o sucederam. Um estudo feito
em Sao Paulo com tartarugas provenientes de reabilitacdao obteve valores menores de hematécrito e
proteinas em tartarugas com elevado grau de FP, e aumento no nimero de eosindéfilos de acordo
como grau de acometimento, que poderia estar associado a ocorréncia de helmintos, mas essa
hipotese ndo foi explorada no artigo (ROSSI et al., 2009). Em outro foi observada uma diminui¢do na
hemoglobina corpuscularmédia de acordo com o grau de acometimento por FP em 29 tartarugas com
FP (ZWARG et al., 2014). Os baixos valores de hematdcrito em tartarugas gravemente acometidas por
FP foram também observados no Espirito Santo, onde observamos uma correlagdo positiva deste com
o indice corporal® e um baixo hematdcrito em tartarugas em grau 32 de acometimento (SANTOS,

2005).

As tartarugas-verdes acometidas por FP foram consideradas imunossuprimidas (CRAY et
al., 2001) e cronicamente estressadas, o que influencia diretamente nos valores hematolégicos (WORK
et al., 2001). Ao avaliar a resposta imune celular e humoral de tartarugas-verdes com FP verificou-se
que as tartarugas com grau 3 de FP apresentam menores valores dehematdcrito, proteina total, alfa

1, alfa 2, e gama-globulinas, indicando um estado de imunossupressdo. Ao se comparar animais
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sauddveis e com grau 1 de FP entre dreas com alta ebaixa prevaléncia, ndo se verificou diferenga no
status imunoldgico, indicando que a imunossupressao ndo é um pré-requisito para aquisicdo da FP. A
relacdo heterofilo/linfécito aumentou enquanto a relacdo eosindfilo/mondcito diminuiu com o grau
de acometimento. Além disso, tartarugas com grau 2 e 3 apresentaram menores indices de
proliferacdo de célulasmononucleares periféricas. Outro estudo verificou uma diminuicdo da resposta
ao estimulo mitogénico inespecifico em linfocitos T e B de tartarugas com FP e alteracdo na relacao
albumina/globulinas por aumento de globulinas e diminuicdo de abumina, corroborando estes
achados (CRAY et al.,, 2001). Estes autores discutem o fato de que tartarugas com FP tornam-se
imunocomprometidas com o avanco da doenca, em funcao da desnutricdo e da debilitacdo geraldos
animais.

De maneira geral, os estudos hematolégicos revelam sempre um quadro anémico e
resposta leucocitdria varidvel, que deve ser distinguida da resposta de estresse e de diversos outros
fatores que podem afetar os pardmetros hematoldgicos como localizacdo geografica, tamanho/idade,
sexo, época do ano, temperatura ambiente, forma de coleta de amostras e outras doencas

simultaneas a FP.

A FIBROPAPILOMATOSE E A BIOQUIMICA CLiNICA

As tartarugas com fibropapilomatose também exibem alteracbes nos parametros
bioquimicos, especialmente aqueles relacionados a condicdo geral de salde e aspectos nutricionais.
Porisso, deve-se levar sempre em conta a categorizagdo do grau de acometimentopor FP, uma vez que
animais em graus elevados apresentam-se em geral, mais debilitados. Hipoalbuminemia,
hipoglobulinemia, hipofosfatemia, hipotrigliceridemia em tartarugas com FPsdo indicativos de uma
condicdo debilitante crénica. A hipoferremia observada em tartarugas com FP foi considerada como
um mecanismo de defesa em resposta a infeccdo (AGUIRRE et al.,1995). Isto também foi bem
evidenciado por Aguirre & Balazs (2000) comparando tartarugas- verdes juvenis saudaveis e
classificadas em 3 categorias de acometimento. As tartarugas em graus elevados de FP apresentaram
hipoproteinemia, relagdo Ca/P invertida, hipoferremia, hipocolesterolemia e hipotrigliceridemia e
azotemia e relacdo ureia/creatinina desproporcionais. Dados semelhantes haviam sido relatados em

uma tartaruga-verde com FP emixofibroma renal (NORTON; JACOBSON; SUNDBERG, 1990).

indi eso (K,
1 Indice corporal = peso (Kg)

Comprimento Curvilineo do Casco (cm)3
12 De acordo com a categoriza¢cdo proposta por Work e Balazs (1999). Vide o tépico
Caracteristicas macroscaopicas.
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Diversos fatores deve ser considerados quando da interpretacdo de parametros
bioquimicos em ralagdo a FP, especialmente animais de reabilitacdo ou cativeiro em relacdo a animais
de vida livre, uma vez que especialmente as condi¢cdes de alimentacao sdao bastante diferentes e
geram distintas assinaturas bioguimicas (SWIMMER, 2000).

Comparando tartarugas marinhas acometidas e saudaveis no Espirito Santo, também
encontramos um perfil bioquimico que reflete a condicao debilitante da FP a medida que seu quadro
se agrava nos animais (SANTOS, 2005). Observamos uma correlacdo positiva entre o indice corporal a
partir do peso e tamanho das tartarugas e os niveis de colesterol e proteinas em tartarugas sem FP.
Também encontramos tartarugas com grau 3 de FP urémicas, o que poderia estar associado tumores
internos, porém, a ocorréncia destes no Brasil é rara (BAPTISTOTTE, 2007). O mais provavel é que seja
um achado concorrente com parasitose granulomatosa cronica por Learedius learedi, Spirochidae,
pois sdo parasitas cardiovasculares considerados muito comuns no Brasil (WERNECK et al., 2006). Uma
correlacdo positiva entre proteinas e globulinas com o indice corporal refletiu a melhor condicédo das
tartarugas com grau 1 e 2, uma vez que o avango da FP compromete a capacidade da tartaruga obter
alimento (ANDERSON et al.,, 2011). A correlagdo entre a relacdo ureia:creatinine, Mg, aspartato
aminoaminotranferase e bilirrubina direta também s3o alteracdes bioquimicas inespecificas em
tartarugas com FP secundarias a debilidade cronica associada com a doenca. Dada a variabilidade
destes parametros, essas alteracdes ndao devem ser consideradas patognomonicas da doenca.
Portanto, ndo se deve pensar que exista uma assinatura bioquimica caracteristica daFP pois os
parametros bioquimicos refletem a condigdo geral de saide dos animais. Os parametros bioquimicos
nao sdo Uteis para diagnosticar a FP, mas sim para se avaliar o seu efeitosobre a condi¢ao de salude das
tartarugas acometidas. Os estudos clinico-patoldgicos sobre a FPs3o consensuais em encontrar
quadros caracterizados pelo prejuizo que a doenca causa a condi¢cdo geral de saude das tartarugas a

medida que a doenca evolui.

CONCLUSOES

Considerando o numero de estudos e esfor¢os dedicados a fibropapilomatose, muito se
caminhou e alguns marcos no conhecimento da doenga devem ser reconhecidos, especialmente seu
carater infeccioso e transmissivel, a identificagdo do ChHV5 como agente participante da etiologia da
doenga e sua descricdo genética e de suas variantes, os dados epidemioldgicos existentes e a descri¢ao
precisa das caracteristicas anatomo-patoldgicas. Porém, perguntas importantes ainda continuam sem
resposta como por exemplo, como se ddoas relagdes epidemioldgicas com potenciais agentes
transmissores do ChHV5, como as caracteristicas do meio e a influéncia antrépica modulam a
prevaléncia, como as carateristicas genéticas de resisténcia relacionadas a complexo de

histocompatibilidade principal (MHC) das tartarugas contribuem para a infectividade e o
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desenvolvimento da neoplasia, dentre muitas outras. Parece claro que uma melhor compreensao da
patogenia da FP se beneficiard de estudos que correlacionem mais do que poucos parametros
biométricos e a avaliacdo da manifestacdo da FP em si, para se compreender a doenga, bem como de
uma avaliagdo integral dos animais acometidos incluindo as doengas que ocorrem
concomitantemente. Assim, como a patogenia écomplexa, provavelmente sera necessario incluir
estudos com animais juvenis experimentalmente infectados com ChHV5 e a introducdo destes
parametros (sozinhos ou combinados) para se testar definitivamente seus efeitos na indugdo ou no
desenvolvimento daFP. Aliado a isso, 0 monitoramento constante e a inclusdo de novas areas de
estudo pouco exploradas enriquecerdao o conhecimento da doenca. Desta forma, aos poucos, a
ignorancia sobre a fibropapilomatose vai se dissipando e a esperanca de que seu impacto sobre a
populagdes de Chelonia mydas ndo seja tdo expressivo quanto se estimava a principio, pode se
converter em modelos epidemiolégicos preditivos que lidem com menor subjetividade com um

fendmeno tdo marcante na histéria das doencas emergentes da fauna marinha.
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