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Introdugio

Afibropapilomatose (FP) & uma doencga neoplésica caracterizada por um Unico ou multiplos crescimentos
fibroepiteliais cutaneos, com uma superficie verrugosa ou plana, e aparecendo como fibromas nas visceras (Kang
et al. 2008). Os tumores se localizam ao redor dos olhos, na conjuntiva, cavidade oral, pescogo, nadadeiras,
cauda, areas axilares e inguinais e também em 6rgdos viscerais. O tamanho varia de poucos milimetros até
30 centimetros de didmetro e os tumores podem causar a morte do animal por interferir na visdo, locomogao,
alimentagdo, respiracdo; ja os tumores viscerais podem ser invasivos e prejudicar a fungdo do drgdo afetado
(George 1997; Yu et al. 2000).

O primeiro registro de FP na costa brasileira & de 1986. Entre 2000 e 2004, de 4.471 tartarugas-verdes
(Chelonia mydas) examinadas 14,96% apresentavam tumores. A prevaléncia de tumores por ano foi de 12,91%
(2000, n = 604), 14,96% (2001, n = 809), 14,79% (2002, n = 818), 19,95% (2003, n = 842) e 12,95% (2004, n =
1398) (Baptistotte et al. 2005).

O padrdo de disseminagdo da doenga durante surtos em tartarugas-verdes de cativeiro consiste
com uma etiologia contagiosa. Um herpesvirus (chelonid herpesvirus 5 — ChHV 5) tem sido identificado em
fibropapilomas (Herbst et al. 1995; Davison et al. 2009) e esta presente em 100% dos tumores induzidos por
inoculagéo de filtrados de células tumorais (Ene et al. 2005) e em 95% das infecgdes naturais, sendo que em
79% dos fibropapilomas e fibromas analisados por PCR em tempo-real quantitativo, o virus estava presente em
niveis que excediam 10* copias por 100 ng de DNA total de tumores (Quackenbush et al. 2001).

O presente estudo tem como objetivo detectar e quantificar o ChHV 5 em fibropapilomas de tartarugas-
verdes do litoral da Bahia.

Metodologia

Fragmentos dos tumores foram coletados com instrumental cirdrgico estéril e mantidos congelados até
o processamento. Os tumores foram macerados com uma solugéo de PBS na proporgéo de 0,05 g para cada 5
mL. A extragdo de DNA foi realizada com 200 microlitros do sobrenadante de acordo com Chomesinsky (1993).
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Dois microlitros de DNA em um volume final de 50 pl foram submetidos a PCR com os primers especificos
para a DNA polimerase do herpesvirus de tartaruga como descritos por Quackenbusch et al. (2001). Cinco
microlitros de cada reagdo de amplificagéo foram separados por eletroforese em gel de agarose 2%.

As amostras foram ainda submetidas a PCR em tempo real (QPCR) para a determinacéo do numero de
copias de DNA do virus. Os primers e sonda utilizados foram os descritos por Quackenbusch et al. (2001) que
amplifica um fragmento de 86 pb do gene da DNA polimerase do virus. As curvas padrao utilizadas nas reagtes
foram diluiges log seriadas do plasmidio “GTHV DNA pol”. O plasmidio “GTHV DNA pol” foi construido através
da insergao de um fragmento de 483 pb do gene da DNA polimerase do herpesvirus em um vetor, seguindo as
instrugbes do fabricante do kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen).

Resultados e Discusséao

Durante os meses de julho de 2009 a abril de 2010, foram coletadas 38 amostras de fibropapilomas de
20 tartarugas verdes no estado da Bahia, sendo que de 7 tartarugas foram coletados apenas um tumor e das
demais de 2 a 3 tumores de locais diferentes do corpo do animal.

Das 20 tartarugas, 12 foram positivas na PCR em pelo menos uma amostra de tumor e 14 foram positivas
na gPCR. Das sete tartarugas que foram coletados apenas um tumor, cinco foram negativas em ambas as
técnicas e duas foram positivas na qPCR com carga viral de 1,35 e 5.758,80 copias de DNA do virus/ mg
de tecido. Das 13 tartarugas que foram coletados mais de um tumor, uma apresentou resultado negativo em
ambas as técnicas; seis apresentaram pelo menos um resultado negativo na PCR, mas positivo na qPCR e seis
apresentaram resultado positivo em ambas as técnicas com uma carga viral variando de 278,33 a 389.909,85
copias de DNA do virus/mg de tecido (média de 41.954,69 £ 105.594,20) O valor de copias de genoma por mg
de tecido foi calculado multiplicando o valor encontrado na gPCR por 7,5 que corresponde as diluigbes realizadas
durante a extragdo de DNA. A curva padrao teve um coeficiente de correlagdo > 0.9. O ChHV 5 esta presente
em 100% dos tumores induzidos por inoculagao de filtrados de células tumorais (Ene et al. 2005) e em 95% das
infecgdes naturais, sendo que em 79% dos FPs e fibromas analisados por PCR em tempo-real quantitativo, o
virus estava presente em niveis que excediam 10 copias por 100 ng de DNA total de tumores (Quackenbush et
al. 2001).

Quanto as caracteristicas dos tumores, 86,84% estavam localizados na regido anterior do corpo das
tartarugas; 50% eram pigmentados, 81,6% apresentavam a superficie verrugosa e 18,4% lisa. Baptistotte (2007)
caracterizou a ocorréncia da GTFP em tartarugas na costa brasileira analisando 10.170 tartarugas marinhas
durante os anos de 2000 a 2005. Das 8.359 tartarugas verdes analisadas, 1.288 apresentavam tumores. A média
de prevaléncia nacional das tartarugas-verdes foi de 15.41% no periodo. A maioria dos tumores (72,5%) estava
localizada na regido anterior corporea do animal, 25,2% na regido posterior e 2,3% na carapaga e plastrao, sendo
que nenhum tumor foi observado na cavidade oral.

O presente trabalho & o primeiro que relata a quantificagdo da carga viral em amostras de fibropapilomas
no Brasil. Os dados mostram que alguns tumores podem apresentar uma alta carga viral. No Brasil, o DNA do
herpesvirus ja havia sido detectado por PCR em amostras de fibropapiloma e sangue de tartarugas marinhas em
Séo Paulo (Monezi et al. 2006).
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