REVISTA CIENTiFICA DE MEDICINA VETERINARIA - ISSN 1679-7353 Ano X - NUumero 30 —
Janeiro de 2018 — Periddico Semestral

Teste Soroldgico para Herpesvirus tipo 5 (ChHV-5) em
Tartarugas-marinhas — Revisao de Literatura

LIMA, Fabio Henrique de’
LEMOS, Giulia Gaglianone®
MASSENO, Ana Paula Batista®
ROSA, Suzana Méas?
RAINERI-NETO, Roque?®
FILADELPHO, André Luis®
TEXEIRA, Carlos Roberto®

RESUMO

A fibropapilomatose é uma doenca caracterizada pela presenca de fibropapilomas cutaneos,
que podem se distribuir por todo o corpo do animal. Estudos apontam que o herpesvirus
associado a fibropapilomatose (ChHV-5) € o causador desta doenca, que tem como uma de
suas principais caracteristicas a laténcia. Os testes sorolégicos sdo uma ferramenta de grande
valia para verificar a exposicao das tartarugas marinhas ao virus e, desta forma, trazer dados
sobre como o virus afeta as populacbes de tartarugas em vida livre. Sendo assim, a
padronizacéo do teste para o Herpesvirus tipo 5 (ChHV-5) permitir4 a identificacao e titulagcao
dos anticorpos mesmo em animais sem sinais clinicos.
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ABSTRACT

Fibropapillomatosis is a disease characterized by the presence of cutaneous fibropapillomas,
which can spread throughout the body of the animal. Studies indicate that the herpesvirus
associated with fibropapillomatosis (ChHV-5) is the cause of this disease, which has as one of
its main characteristics the latency. Serological tests are a valuable tool for verifying the
exposure of sea turtles to the virus and thus provide data on how the virus affects turtle
populations in free living. Therefore, the standardization of the test for Herpesvirus type 5
(ChHV-5) will allow the identification and titration of the antibodies even in animals without
clinical signs.
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INTRODUCAO

As diferentes espécies de tartarugas marinhas ocupam diversos nichos
ecolégicos e sdo seres cosmopolitas, sendo consideradas os vertebrados
marinhos que percorrem as distancias mais longas pelos oceanos. Estédo
expostas a diversas pressdes ambientais que ameacam diariamente a
sobrevida, tais como caca, pesca acidental, poluicdo e compostos toxicos, que
acarretam na baixa qualidade da 4gua e contaminacdo de alimentos, além do
aguecimento global que impacta diretamente nos ecossistemas marinhos com
o surgimento de afeccdes debilitantes.

A fibropapilomatose é uma doenca caracterizada pela presenca de
fibropapilomas cutaneos, que podem se distribuir por todo o corpo do animal. A
afeccdo é considerada panzodtica em tartarugas-verdes (Chelonia mydas),
representando importante agente ameacador a populacdes desta espécie no
mundo todo. J& foi descrita acometendo outras espécies como a tartaruga-
cabecuda, tartaruga-oliva, tartaruga-de-Kemp, tartaruga-de-pente e tartaruga-
de-couro. Estudos apontam que o herpesvirus associado a fibropapilomatose
(ChHV-5) é o causador desta doenca, que tem como uma de suas principais
caracteristicas a laténcia. Também sugerem que o0 mesmo co-evoluiu com as
tartarugas-verde; no entanto, os primeiros relatos da doenca foram ha apenas
70 anos atrds. Pelo fato da doenca ter maior prevaléncia proxima as
comunidades humanas, sugere-se gue as pressdes ambientais sejam os
principais gatilhos para sua ocorréncia. Muitas informacdes a respeito da
epidemiologia do virus ainda precisam ser estudadas.

Os testes sorologicos sdo uma ferramenta de grande valia para verificar
a exposicdo das tartarugas marinhas ao virus e, desta forma, trazer dados
sobre como o virus afeta as populacdes de tartarugas em vida livre, fato que
justifica o desenvolvimento do presente estudo.

Desenvolver um teste sorolégico para deteccdo de anticorpos para
Herpesvirus tipo 5 (ChHV-5) em tartarugas marinhas permitira a identificacao e
titulacdo dos anticorpos mesmo em animais sem sinais clinicos. Desta forma,

esta sera uma importante ferramenta para o desenvolvimento de diversas
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pesquisas relacionadas a epidemiologia da doenca, suprir informacdes acerca
do contato das populacdes de vida livre com os virus, se ha uma fase
especifica do desenvolvimento animal em que 0s animais sdo expostos,
relacionar a presenca de anticorpos com o0s sinais clinicos e fatores ambientais

gue corroboram com a manifestacéo dos fibropapilomas.

REVISAO DA LITERATURA

As sete espécies existentes de tartarugas-marinhas tém uma histéria
evolutiva de 110 milhBes de anos e ocupam diversos nichos ecolégicos no
ambiente marinho. Possuem habilidade de realizar migracdes entre as areas
de alimentacdo, repouso e reproducdo/desova, através de todas as bacias
oceanicas, sendo a mais longa jornada percorrida por um vertebrado marinho.
Ocupam o0s oceanos Atlantico, Pacifico, indico e Mediterraneo, sendo
registradas do Artico & Tasmania. A filogeografia destes animais demonstrou
estar relacionada principalmente com a variagdo de temperatura ao longo do
ano e a preferéncia pelo habitat (MEYLAN & DONNELY, 1999; BOWEN, 2007).

Sado divididas taxonomicamente em duas familias: a Dermochelydae,
caracterizada por possuir cristas longitudinais na carapaca (placas 6Osseas
dérmicas), revestida por pele, representada por uma Unica espécie, a tartaruga-
de-couro (Dermochelys coriacea); e a Cheloniidae, que inclui as outras seis
espécies de tartarugas marinhas de casco duro e queratinizado (WYNEKEN,
2006). De acordo com a International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources (IUCN), mundialmente, a Eretmochelys imbricata e a
Lepidochelys kempii sé@o classificadas como criticamente ameacadas de
extingdo (MARINE TURTLE SPECIALIST GROUP, 1996; MORTIMER, 2008); a
Lepidochelys olivacea Dermochelys coriacea e a Caretta caretta séo
classificadas como vulneraveis (ABREU-GROBOIS, 2008; TIWARI, 2013;
CASALE, 2017); a australiana Natator depressus € classificada como dados
insuficientes (Red List Standards & Petitions Subcommittee, 1996); e a
Chelonia mydas é classificada como ameacgada de extincdo (SEMINOFF,
2004), podendo ter o grau de ameaca variando de acordo com a localidade.
Dentre as principais ameacas as tartarugas-marinhas estdo impactos
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decorrentes da atividade pesqueira, a caca para ingestdo da carne ou
utilizacdo de seus produtos, desenvolvimento das populagcbes humanas em
regibes litordneas, aquecimento global, poluicdo e patégenos (IUCN-SSC
Marine Turtle Specialist Group).

A tartaruga-verde (Chelonia mydas) possui como caracteristicas
morfolégicas um par de escamas pré-frontais, quatro pares de placas cérneas
laterais/costais, tem uma garra em cada nadadeira, quatro escudos
inframarginais de cada lado do plastréo e dois poros de Rathke. Sua coloracéo
muda de acordo com o desenvolvimento, sendo o corpo enegrecido e plastrdo
branco ao nascer. Adquire coloragdo amarronzada quando juvenil, podendo ter
o plastrdo amarelo claro ou rosa dependendo da populacdo em questdo, e a
coloracdo passa a ser esverdeada com plastrdo amarelado em adultos
(WYNEKEN, 2001). Ocorre nos mares tropicais, tendo como principais areas
de reproducéo no Brasil a llha da Trindade-ES, Atol das Rocas-RN e Fernando
de Noronha-PE. Nos primeiros anos de vida a dieta tende a ser onivora, que
passa a ser herbivora ao atingir de 30 a 40 cm de comprimento de carapaca
(PAN). E a Unica das tartarugas marinhas herbivora, sendo a que mais utiliza a
costa para forragear (HIRTH, 1997; DE FARIAS, 2014). De acordo com De
Farias (2015), no levantamento de encalhes de tartarugas-marinhas realizado
na Bacia Potiguar, numa extensédo de 332,84km de praias, durante os anos de
2010 a 2012, foram registrados 2.046 encalhes, destes 66,81% eram de
tartarugas-verdes.

O virus causador da fibropapilomatose, principalmente em tartarugas-
verdes, € da ordem Herpesvirales, contendo trés familias: a Herpesviridae que
inclui os herpesvirus, que acometem aves, répteis e mamiferos; a familia
Alloherpesviridae, que inclui os que acometem peixes e anfibios; e a
Malacoherpesviridae, que inclui os que acometem bivalves. A familia
Herpesviridae € dividida em trés subfamilias, a Alphaherpesvirinae, a
Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (DAVIDSON, 2009). Os herpesvirus
sao grandes, possuem o DNA de fita dupla linear, que € envolto por capsideo
icosaédrico. Este capsideo é rodeado por uma camada proteica amorfa
chamada de tegumento, que por sua vez, esta localizado dentro de um
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envelope de bicamada lipoproteica. Em geral, infec¢des graves sdo observadas
em animais imunossuprimidos, ou muito jovens, ou quando o virus infecta um
hospedeiro ndo natural (DAVIDSON, 2005; MARSCHANG, 2011).

Estes virus séo suscetiveis a desinfetantes, sendo facilmente inativados.
A caracteristica mais marcante do virus € a capacidade de laténcia no
organismo do hospedeiro, 0 que significa que estes agentes se mantem no
organismo do animal infectado por longos periodos. Para que o mecanismo de
laténcia ocorra, cépias do DNA circular extracromossomal do virus sao
mantidas no nudcleo de um ou dois tipos celulares (no caso dos alpha
herpesvirus, em células nervosas), e/ou sdo feitas transcricdes dos genomas
virais. Estas células com laténcia podem entrar na fase ativa da infeccdo, em
momentos de descontinuidade homeostatica. Portanto, animais que
sobreviverem a infeccdo sdo considerados portadores por toda a vida
(STEVENS, 1994; MARSCHANG, 2014).

Sdo descritos mais de 100 tipos de herpesvirus, que acometem
vertebrados e invertebrados, tendem a ser adaptados a uma determinada
espécie na qual ficam disseminados na populacédo; contudo, podem infectar
outras espécies (WHITLEY, 1996; RITCHIE, 2006). Em répteis, ja foram
descritos em testudines, lagartos e crocodilianos (MARSCHANG, 2011). Em
tartarugas marinhas foi associado a diversas doengas como “Gray Patch
Disease”, caracterizada por causar lesdes cutaneas; "Lung, eye and trachea
disease”(LETD), causando dispneia, distarbios de flutuabilidade, presenca de
material caseoso em olhos, glote e traqueia; “Loggerhead genital-respiratory
herpesvirus associated disease”(LGRV), com ulceras em traqueia, cloaca e na
base do pénis; “Loggerhead orocutaneous herpesvirus associated
disease”(LOCV), caracterizada por pneumonia, ulceras e placas diftéricas em
cavidade oral; e a doenca associada ao herpesvirus mais comumente
observada, a “Green Turtle Fibropapilloma”’(GTFP) ou “Fibropapilloma-
associated turtle herpesvirus (FPTHV).

O herpesvirus associado a fibropapilomatose pertence a familia
Alphaherpesvirinae e é chamado de “chelonid herpesvirus 5" (ChHV-5). A
doenca ja foi descrita em tartaruga-cabecuda (1991), tartaruga-de-pente
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(2000), tartaruga-de-Kemp (1994), tartaruga-oliva (1999), tartaruga-de-couro
(2002) e em tartaruga-verde (1938), a qual € mais comumente acometida
(BARRAGAN, 1994; HUERTA, 2002; ROSSI, 2005). Varias tentativas de
isolamento deste virus em cultura celular foram frustradas; porém, no ano de
2017, Work conseguiu realizar a replicacdo viral em cultura organotipica de
células da pele. Em 2006, os casos de fibropapilomatose correspondiam a 50%
dos animais atendidos no Marathon Sea Turtle Hospital na Flérida. No Brasil o
primeiro caso foi notificado em 1986 no estado do Espirito Santo, de 2000-
2005, dos 501 animais recebidos pelo TAMAR, 15,41% tinham
fibropapilomatose, com a maior prevaléncia da doenca nos estados do Ceara,
Rio Grande do Norte e Espirito Santo. A doenc¢a chegou a atingir até 75% de
algumas populacbes de vida livre no mundo. Sua ocorréncia pode ser
relacionada com a presenca de contaminantes/poluentes ambientais, ingestéo
de algas ricas em arginina, aumento da temperatura da agua, luz ultravioleta e
ectoparasitas (Ozobranchus spp.) ja foram descritos como vetores mecanicos
do virus (YU, 2000; BAPTISTOTTE, 2005; KELLER, 2014).

No Brasil, foram descritas 6 variantes do ChHV-5, que quando
comparadas as outras variantes ja conhecidas mundialmente, as variantes 1, 2
e 3 apresentaram semelhanca com a variante havaiana, e as variantes 5 e 6,
apresentaram semelhanca com as variantes A, B e C da Flérida. Evidéncias
sugerem que o virus se estabeleceu nas populacdes de tartarugas marinhas a
cerca de 3 milhdes de anos atras; no entanto, a doenca foi tida como epizodtica
ha 70 anos, o que indica que a manifestacdo clinica esta relacionada com
fatores ambientais. Acredita-se que a exposi¢do ao virus aconteca na fase em
gue 0s juvenis retornam da zona pelagica para a neritica (ENE, 2005;
GREENBLASTT, 2005).

A doenca é caracterizada pela presenca de fibropapilomas e papilomas
cutaneos que podem ser multiplos ou Unicos, em todo o corpo, podendo
acometer érgédos internos (fiboromas). O érgdo mais comumente afetado quando
0s tumores ocorrem internamente € o pulmao, mas ja foi descrito em figado,
vesicula biliar, intestinos, rins e casco. O tumor é benigno; porém, dependendo
do tamanho, quantidade e localizacdo do tumor pode comprometer a
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hidrodinamica, respiracdo, apreensdo de alimentos, visdo e funcionalidade dos
6rgdos acometidos. E uma doenca debilitante capaz de causar anemia,
hipoproteinemia e imunossupressdo. As lesbes sao vistas em animais com
comprimento curvilineo de carapaca entre 30 e 80 cm (MADER, 2006;
BAPTISTOTTE, 2014; MARSCHANG, 2014). A ocorréncia dos tumores em
animais acima de 30 cm sugere que o0 animal entra em contato com o virus
nesta fase (neritica), ou que o ambiente em que ele esta inserido nesta fase
desencadeia a doenca. A ocorréncia diminui em animais acima de 80 cm,
sugerindo que ou 0s animais se recuperam da doenca, ou vem a 0Obito antes de
atingir este tamanho (WORK, 2004).

O melhor tratamento para a doenca é a remocao cirurgica, que pode ser
feita com lamina de bisturi comum, bisturi elétrico, criocirurgia ou o laser de
diéxido de carbono, que se mostrou ser o método mais eficaz para os tumores
(MADER, 2006).

Atualmente o método mais utilizado para o diagndéstico e identificacdo do
herpesvirus em testudines é o PCR, podendo ser coletada amostra de animais
vivos ou mortos. A imunohistoquimica ja foi utilizada para deteccdo de
anticorpos para o herpesvirus associado a fibropapilomatose; no entanto, nao
se mostrou eficaz devido a variabilidade antigénica, a dificuldade em obter
fragmento tecidual com inclusfes virais passiveis para aplicar-se a técnica,
além de ndo distinguir anticorpos para o0 herpesvirus relacionado ao
fibropapiloma (ChHV-5) e ao relacionado a “Lung, eye and trachea disease”
(ChHV-6). A sorologia é uma importante ferramenta na deteccdo dos
anticorpos virais, em especial no caso dos herpesvirus, pela caracteristica de
laténcia deste patégeno. E possivel diferenciar por meio do teste sorolégico
(ELISA) os herpesvirus ChHV-5 e ChHV-6 (COBERLEY, 2001; MARSCHANG,
2014). Diversos trabalhos cientificos citam ChHV-5 como refratario ao
isolamento viral, por isso foram utilizados antigenos alvo alternativos, como
uma glicoproteina viral (HERBST, 2008). No entanto, em 2017, Work,
desenvolveu a técnica para o isolamento deste virus em cultura celular de

tartarugas-verdes.
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O ensaio imunoenzimatico, comumente chamado de ELISA, consiste em
uma importante ferramenta soroldgica, que toma como base a reacdo entre o
antigeno e o anticorpo, que sdo detectados e quantificados por reacdes
enzimaticas (ELISA, 1976). O desafio para padronizar o teste para o ChHV-5
era o isolamento viral; no entanto, em 2017, Work conseguiu realizar o
isolamento e replicagdo do virus em células da pele, tornando possivel a

execucao do teste.
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