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RESUMO

O presente estudo analisou biomarcadores de estresse oxidativo,
como as enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa S-
transferase (GST), niveis de glutationa reduzida (GSH), de proteinas
carboniladas (PC) e de lipoperoxidacdo (TBARS), presentes no sangue
de tartarugas verdes (Chelonia mydas), vitimas de ingestdo de lixo
plastico, bem como o peso e volume dos residuos ingeridos. A obstrugdo
no trato gastrointestinal decorrente promove processos de isquemia-
reperfusdo associados ao estresse oxidativo sistémico. Foram
amostradas 27 tartarugas, coletadas na regido da Ilha de Santa Catarina,
Florian6polis, SC. Apds a coleta sanguinea realizada durante exame
clinico, quando se observou a presenga/auséncia de alguns sintomas. As
tartarugas foram mantidas em tanques individuais e observadas
diariamente para a constatacdo de lixo plastico em suas fezes: os
individuos que realizaram trés evacuagdes consecutivas livres de lixo
plastico e ndo apresentaram nenhum sintoma formaram o grupo controle
(n=7); os individuos que apresentaram as mesmas condi¢des do grupo
controle, porém em que foi constatado lixo plastico em suas fezes ao
menos em uma das evacuagdes, foram considerados do grupo 2 (n=10);
os individuos que apresentaram ao menos um dos sintomas avaliados
durante o exame clinico e também lixo plastico em ao menos uma das
evacuagOes, foram consideradas do grupo 3 (n=10). Foi verificada a
presenca de lixo plastico em 74% das tartarugas amostradas e um alto
indice de ingestdo de residuos foi verificado em tartarugas sem sintomas
(63%). Houve uma diferenca significativa, em termos estatisticos, em
relacdo a massa e o volume de residuos ingeridos entre 0s grupos 2 e 3
(p<0,0007 e p<0,002, respectivamente). Nos animais do grupo 2, as
médias de peso e volume de lixo plastico ingeridos foram 0,8 g e 3,0 ml,
respectivamente, e somente a CAT apresentou uma queda significante
na atividade (p=0,02), enquanto a GR apresentou um aumento
significante (p=0,04), comparadas ao grupo controle. A média de lixo
plastico ingeridos pelo grupo 3 foi de 11,0 g e 19,6 ml, respectivamente
para massa e volume. N&o houve variacdo significante em nenhum
indicador nos animais deste grupo quando comparados aos controles,
apenas uma tendéncia de aumento na concentracdo de TBARS, e uma
tendéncia de aumento da PC, de acordo com o grau de
comprometimento fisiolégico das tartarugas. O volume de residuos
ingeridos e as atividades das enzimas GPx (R=-0,48) e GR (R=-0,69)
foram significativa e negativamente correlacionados entre si. Os



resultados verificados no presente trabalho sugerem que a quantidade de
residuos ingerida pelos animais do grupo 2, onde houve um indice de
sobrevivéncia de 100%, aparentemente a isquemia-reperfusdo nao foi
suficiente para causar um estresse oxidativo acentuado. No grupo 3, a
atividade da catalase parece ter sido suficiente detoxificar o aparente
excesso de H,0,. Por outro lado, a alta mortalidade do grupo 3 (100%)
parece estar relacionada, entre outros aspectos, com a debilidade do
sistema de defesa antioxidante, decorrente do estresse oxidativo
associado ao processo de isquemia-reperfusdo do trato gastrointestinal.
O desenvolvimento de um sistema de biomarcadores para avaliar o
estado de salde de tartarugas marinhas, pode prover importante
ferramenta para a conservacao dessas espécies.

Palavras-chave: Tartaruga verde, lixo plastico, isquemia-
reperfusdo, estresse oxidativo



ABSTRACT

The aim of this study was to analyze oxidative stress
biomarkers such as the enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase
(SOD), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR) e
glutathione S-transferase (GST), levels of reduced glutathione (GSH),
protein carbonyls (PC), lipoperoxidation (TBARS), in the blood of
green turtles (Chelonia mydas) victims of plastic debris ingestion, as
well as measuring weight and volume of such material. The consequent
gastrointestinal obstruction promote an ischemia-reperfusion process
associated with systemic oxidative stress, A total of 27 turtles were
collected in the region of the Island of Santa Catarina, SC. After blood
collection performed during clinical examination, which showed the
presence/absence of some symptoms, the turtles were kept in individual
tanks and were observed daily for confirmation of plastic debris in their
feces: animals that underwent three consecutive evacuations free of
plastic debris and that showed no symptoms formed the control group
(n=7); those that exhibited similar conditions as in the control group but
presented plastic debris in their feces at least in one of the evacuations,
were considered group 2 (n=10); and individuals that showed at least
one symptom evaluated during clinical examination and also plastic
debris in at least one of the evacuations were considered in group 3
(n=10). The presence of plastic debris was detected in 74% of the turtles
sampled and a high intake of residues in turtles without symptoms
(63%) was also observed. The mean weight and volume of plastic debris
ingested by this group were 0.8 g and 3.0 ml, respectively. There was a
significant difference regarding mass and volume of waste taken
between group 2 and 3 (p<0.0007 and p<0.002, respectively). The
volume of waste ingested and the enzyme activities of GPx (R=-0.48)
and GR (R=-0.69) were negatively correlated. In group 2, only CAT
activity showed a significant decrease (p=0.02), while GR activity
showed a significant increase (p=0.04), compared to controls. No
statistical variation was detected for the biomarkers studied in animals
from group 3 compared to controls, only a tendency of increase in
TBARS and PC levels. The means of plastic debris ingested by group 3
were 11.02 g and 19.65 ml, respectively. The results found in this study
suggest that the amount of waste ingested by animals in group 2, which
presented a survival rate of 100%, was not enough to cause an ischemia-
reperfusion of the intestine sufficient to promote a pronounced oxidative
stress. The catalase activity was apparently sufficient to detoxify the
excess of H,O,. On the other hand, the high mortality of group 3 (100%)



seemed to be related to the failure of antioxidant defense system,
because the deleterious consequences from the oxidative stress
associated with the ischemia-reperfusion injury of the gastrointestinal
tract. The development of biomarkers of oxidative stress to assess the
health status of marine turtles may provide an important tool in the
conservation of these species.

Keywords: Green sea turtle, plastic debris, ischemia-
reperfusion, oxidative stress.
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INTRODUCAO

As tartarugas marinhas foram comuns no periodo Creticeo, ha
130 milhdes de anos, e seus registros fosseis datam de mais de 200
milhdes de anos. Todos os géneros e espécies atuais se originaram
durante o periodo do recente Eoceno ao Pleistoceno, entre 60 e 10
milhdes de anos atras. Juntamente com as serpentes marinhas e as
iguanas, as tartarugas marinhas sdo os Unicos répteis adaptados ao
ambiente marinho que ainda sobrevivem. Exceto algumas serpentes
marinhas viviparas, suas distribuicbes sdo principalmente tropical e
subtropical, e dependem da terra somente durante o periodo de
reproducéo (Mérquez, 1990).

As tartarugas marinhas sdo répteis da ordem Testudines e
subordem Cryptodira, pertencentes as familias Dermochelyidae
(Dermochelys coriacea) e Cheloniidae (Chelonia mydas, Chelonia
agassizii, Caretta caretta, Eretmochelys imbricata, Lepidochelys
olivacea, Lepidochelys kempii e Natator depressus) (Marquez, 1990).
Das oito espécies de tartarugas marinhas que ocorrem no mundo, trés
tem distribuicdes restritas: Natator depressus, no nordeste da Austrélia;
Lepidochelys kempi, no Golfo do México e Chelonia mydas agassizii,
no Pacifico Americano (Cheng & Chen, 1997). As outras cinco séo
circunglobais e ocorrem na costa brasileira, desovando principalmente
na Praia de Comboios, Espirito Santo; Praia do Forte, Bahia; e Pirambu,
Sergipe. A tartaruga Caretta caretta é a mais abundante, desovando no
continente, enquanto a tartaruga verde desova principalmenete em ilhas
(Marcovaldi & Marcovaldi, 1999). Existe alguma controvérsia quanto
ao nimero de espécies de tartarugas marinhas, perfazendo sete ou oito
espécies (Karl & Bowen 1999).

A tartaruga verde (Chelonia mydas) é uma espécie tropical de
queldnio, bem distribuida em &aguas tropicais e subtropicais proximas
aos continentes e ao redor de ilhas, sendo rara em aguas temperadas. Sua
distribuicdo é limitada pela temperatura da agua, ficando nos limites de
20°C de isotermia. Essa espécie € tipicamente solitaria, mas
ocasionalmente forma agregacdes em aguas rasas que possuam
abundancia de algas ou gramas marinhas (Marquez, 1990). O litoral do
estado de Santa Catarina é uma area de alimentacdo para tartarugas
marinhas, mas ndo ha registros de desovas regulares, embora um
nimero muito pequeno de desovas ocasionais (por Caretta caretta e
Dermochelys coriacea) ja foi observado na regido (Soto & Beheregaray,
1997; Santos & Soto 2005).
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Nas Ultimas décadas o crescimento da populacdo humana foi
acompanhado de um rapido desenvolvimento industrial e do surgimento
de novos materiais e produtos. As zonas costeiras foram extensivamente
ocupadas, de forma desordenada, e como consequéncia, tem sido
observado um aumento da contaminagdo dos ambientes marinho e
costeiro. A contaminacdo destes ambientes pode resultar em efeitos
deletérios para os recursos vivos e ndo vivos, caracterizando a poluigéo
marinha (Kennish, 1997). Uma das consequéncias dessa pratica é o
contato de animais marinhos com tais contaminantes e frequentemente
causando sua ingestdo (Lutz, 1990).

Existem diferentes formas de poluicdo que constituem uma
ameaca para os habitats marinhos e terrestres das tartarugas marinhas
que incluem poluicdo sonora, térmica, fdtica, plasticos, produtos
quimicos, efluentes e outros (Hamann et al., 2010), sendo aquela por
plastico a maior ameaca para a vida marinha (Derraik, 2002). Algumas
pesquisas ja vém demonstrando o efeito potencial dos poluentes sobre as
tartarugas marinhas (Hutchinson & Simmonds, 1992), em especial os
residuos solidos (Mrosovsky et al., 2009), artes de pesca descartadas
(Monagas et al., 2008), metais pesados (Garcia-Fernandez et al., 2009),
pesticidas organoclorados (lkonomopoulou et al.,, 2011) e
hidrocarbonetos (Chan et al., 1988). Devido a isso, as tartarugas
marinhas sofrem ameacgas em todos os estagios de vida, tanto nas praias
onde desovam quanto nos mares. As tartarugas jovens pelagicas estdo
constantemente expostas aos residuos sélidos nas zonas de
convergéncias e muitas espécies estdo expostas em habitats costeiros
onde se alimentam (Bjorndal, 1997).

Os efeitos do lixo na agua e nas praias sdo mais diretos. As
tartarugas ingerem plasticos e outros residuos e ficam presas em redes e
outros materiais descartados por navios pesqueiros. A ingestdo de
plasticos pode causar obstrucdo do trato gastrointestinal (TGI), reduzir a
absorcao de nutrientes (Guebert, 2008) e aumentar a absorcdo de varias
substancias quimicas presentes nos plasticos e em outros residuos (Ryan
etal., 1988).

Claramente, se a quantidade de material ingerido for suficiente
para causar uma completa obstrugcdo no TGI causara a morte do animal.
Em vertebrados domésticos, um bloqueio parcial persistente do intestino
pode interferir na funcdo gastrica (Fraser, 1986). Em tartarugas
marinhas a cobertura da parede do estdmago por plastico poderia causar
uma reducdo na eficiéncia da digestdo quimica e fisica, e nos intestinos
pode causar uma reducdo da absorcdo, assim como dano mecanico a
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mucosa do trato gastrointestinal. A ingestdo subletal, portanto, onde a
completa obstrucéo do intestino ndo ocorre, pode ser bastante comum e
afetar negativamente o comportamento, crescimento, reproducdo e a
homeostasia fisioldgica geral e levar a outras situacdes potencialmente
letais.

Bugoni et al. (2001) verificaram a ingestdo de residuos
antropicos em 60,5% das tartarugas verdes analisadas em um estudo
realizado no litoral do Rio Grande do Sul. Em estudos realizados na
mesma regido (Barros et al., 2007; Tourinho et al., 2008) verificaram a
ingestdo de residuos antrépicos em 100% das tartarugas verdes
analisadas. Durante 2009, foi constatada a ingestdo de residuos
antrépicos em 97,5% das tartarugas verdes necropsiadas encontradas na
regido da ilha de Santa Catarina (Yoshida et al., dados ainda ndo
publicados). Em um estudo realizado por Guebert (2008) no litoral norte
do Parang, observou-se a ingestdo de residuos antrépicos em 69,7% das
tartarugas verdes. Todos referidos estudos foram realizados com
tartarugas mortas.

No oceano Pacifico 86% do total de residuos antrépicos é
composto por plasticos (Dahlberg & Day, 1985). Similarmente no Mar
Mediterraneo, o lixo plastico é responsavel por 60-70% do total de
residuos antrdpicos (Morris, 1981).

Desde os anos 1970, as disciplinas ecoldgicas se expandiram
ndo apenas em mais ambitos funcionais, mas também para incluir
muitas outras técnicas (Porter et al., 1973). Varios desses avangos
modernos sdo vitais ndo apenas para a pesquisa basica, mas para a
ciéncia aplicada. Entre as mais novas dessas recentes areas estd a
"ecologia do estresse oxidativo".

O termo estresse oxidativo refere-se ao deshalanco entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e as defesas
antioxidantes nos organismos (Sies, 1985). EROs sdo moléculas
derivadas do metabolismo do oxigénio com fortes propriedades
oxidativas, as quais tem potencial de dano para proteinas, lipidios e
acidos nucléicos (Martinez-Cayuela, 1998; Gil-Del-Valle et al., 1999),
causando dano molecular, celular e tecidual e, como conseqiiéncia,
disfuncdo metabdlica e morte celular (Halliwell & Gutteridge, 2006).
Estdo incluidos nas EROs o radical superéxido (O,"), peréxido de
hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila ("OH). Organismos aerébicos
tem um sistema de defesa antioxidante responsavel pela prevencao,
neutralizacdo ou reparacdo dos danos induzidos por EROs (Gil-Del-
Valle et al., 1999).
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As tartarugas marinhas passam apenas de 3 a 6% do tempo na
superficie (Lutcavage & Lutz, 1997), e ha relatos de submersdo de mais
de 7 horas durante o inverno (Hochscheid et al.,, 2005), ou
possivelmente mais (Felger et al., 1976; Ogren & McVea, 1995),
embora a maioria dos mergulhos seja mais curta e 0s animais
permanecam em condigdo aerdbica (Southwood et al., 1999). Portanto,
como outros répteis tolerantes a hipoxia, as tartarugas marinhas devem
lidar com uma geragdo de maior quantidade de EROs como
consequéncia da isquemia-reperfusdo associada aos mergulhos (Storey,
1996; Willmore & Storey, 1997a,b; Wilhelm Filho et al., 2000,
Zenteno-Savin, 2002; Storey, 2006; Vazquez-Medina et al., 2006). A
fim de combater esse aumento na geracdo EROs, os animais dependem
das suas defesas antioxidantes constitutivas. A manutencao de elevados
niveis constitutivos das atividades das defesas antioxidantes é uma
estratégia utilizada por espécies propensas ao estresse oxidativo
(Joanisse & Storey, 1996; Willmore & Storey, 1997a,b).

As enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutadiona peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), e glutationa S-
transferase (GST), sdo alguns dos antioxidantes enzimaticos mais
importantes (Halliwell & Gutteridge, 2006). Indicadores de estresse
oxidativo como a peroxidagdo de lipidios, perda da integridade do DNA
e a atividade das enzimas antioxidantes, tém sido usados como
biomarcadores da exposicdo a contaminantes em uma variedade de
espécies (Wilhelm Filho et al., 2000). H& poucos estudos de estresse
oxidativo em répteis (Hermes-Lima & Storey, 1993; Wilmore & Storey,
1997a,b), e o conhecimento basico sobre estresse oxidativo em
tartarugas marinhas é ainda escasso.

Fatores como contaminantes, radiagdo UV (Beckman & Ames,
1997a,b), xenobidticos (Martinez-Cayuela, 1998) e isquemia -
reperfusdo (Storey, 1996; Willmore & Storey, 1997a,b; Gil-Del-Valle et
al., 1999; Zenteno-Savin, 2002), podem induzir uma produgédo excessiva
de EROs, e os antioxidantes existentes serem incapazes de reagir a seus
efeitos deletérios, resultando em estresse oxidativo (Sies, 1985).

No intestino, ha indicios que as EROs desempenham um
importante papel no dano endotelial e epitelial associado com certos
modelos de isquemia\hipoxia (auséncia\diminuicdo de fluxo sanguineo
vascular), seguida de reperfusdo (retorno do fluxo). Se o periodo de
isquemia ou hipoxia é insuficientemente longo para causar um dano
irreversivel ao tecido, a reperfusdo sanguinea do tecido e a reintrodugéo
de O, e nutrientes podem sanar tal dano. Entretanto, Granger et al,
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(1986), mostraram que a reintroducdo de O, em tecidos isquémicos ou
hipoxicos poderia causar um dano adicional ao tecido, que é, em grande
parte, mediada por EROs.

O mecanismo para a produgdo de superoxido nessa condicdo
difere daquelas descritas para outros estados patolégicos (ex. toxicidade
do oxigénio e inflamagdo mediada por neutréfilos). Esse mecanismo
envolve a reagdo da xantina oxidase, hipoxantina, e oxigénio molecular
para produzir um aumento de EROs com a reperfusdo sanguinea do
tecido isquémico (Fig. 1).

A Xantina Oxidase (XO) é uma enzima altamente versatil que
participa de forma importante no catabolismo das purinas. O intestino é
a mais rica fonte inicial de radicais livres que podem causar dano
tecidual adicional (Parks et al., 1983). Em mamiferos a Xantina
dehidrogenase (XDH) pode ser convertida em XO, tanto
reversivelmente quanto irreversivelmente (Meneshian & Bulkley, 2002).
Durante o periodo isquémico, o ATP celular é catabolizado para
produzir hipoxantina (Younes et al., 1984). O estresse hipdxico também
promove a conversdo de XDH em XO produzindo radicais de oxigénio.
A deplecdo de ATP resulta na perda da regulagdo do canal ATP-ion
dependente, causando a passagem passiva de ions através das
membranas celular: K" e Mg?* difundem para fora, porém Na*, Ca®* e
H,O difundem para dentro, causando o inchamento da célula. O
aumento do Ca®* é danoso, uma de suas consequéncias importantes é a
ativacdo da protease calcio-dependente, a qual cliva a XDH em XO.

Durante a reperfusdo, oxigénio molecular é reintroduzido nos
tecidos, onde reage com a Hipoxantina e a XO para produzir um
aumento acentuado de EROs (Harrison, 2002) (Figura 1). Sob condicdes
fisioldgicas normais, os efeitos nocivos do O,” sdo prevenidos pela
SOD, a qual converte o O,” em H,0, (Harrison, 2002). Entretanto,
durante a reperfusdo dos tecidos isquémicos, essas defesas naturais
podem ser ultrapassadas. O O," por si s6 é um radical relativamente
pouco reativo, porém ele é responsavel pela producdo do radical
hidroxila ("OH), altamente reativo e nocivo, através da reacéo de Haber-
Weiss (Halliwell & Gutteridge, 2006). Tipicamente, o *OH causa danos
bioldgicos através da reagdo conhecida como peroxidacéo lipidica, onde
0 *OH ataca os acidos graxos das membranas fosfolipidicas causando o
rompimento da organela e ou da celula (Halliwell & Gutteridge, 2006).
Os dados disponiveis sugerem que as EROs parecem ser um mecanismo
fundamental para a lesdo tecidual na patogénese de vérias desordens do
sistema digestivo (Parks et al., 1983).
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Figura 1. Geragdo de EROs mediada pelo mecanismo xantina oxidase.
Modificado de Granger et al. (1986).

A primeira evidéncia sustentando o mecanismo demonstrado na
Fig.1 surgiu de estudos sobre o intestino. A oclusdo parcial de uma
artéria que irriga um segmento do intestino delgado de um gato
(hipoxia), seguido da reperfusdo, causa danos histolégicos graves ao
tecido e aumenta a permeabilidade vascular do intestino. A
administragdo intravenosa de SOD, ou a administracdo oral de
alopurinol (um inibidor da xantina oxidase) aos animais antes da
desobstrucdo arterial, diminui o dano. A infusdo de uma mistura de
hipoxantina e xantina oxidase na artéria que irriga um segmento do
intestino de um gato normal aumenta a permeabilidade vascular, um
efeito que era diminuido pela presenca de SOD ou dimetilsulféxido
(DMSO) na infusdo. O efeito do DMSO, um poderoso inibidor de *OH,
sugere a participacdo deste radical no dano (Halliwell & Gutteridge,
2006).

Os efeitos de contaminantes ocorrem em diferentes niveis da
organizacdo bioldgica (Stegeman et al., 1992). As respostas bioquimicas
sdo a primeira linha de defesa das células expostas a compostos toxicos.
A interacdo do composto téxico com alvos moleculares gera uma reagio
bioquimica em cascata na tentativa de livrar a célula da toxina ou para
defendé-la dos efeitos adversos. Estas respostas podem eventualmente
se iniciar com uma resposta fisioldgica sistémica nos organismos e,
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finalmente se estender para niveis populacionais e ecossistema
(Stegeman et al., 1992; Schlenk & Di Giulio, 2002).

O desenvolvimento de um sistema de biomarcadores para
avaliar o estado de salde de tartarugas marinhas, especialmente um que
pudesse detectar precocemente a exposi¢do a contaminantes e outros
estressores ambientais, proveria uma importante ferramenta na
conservagdo dessas espécies. A inclusdo de indicadores de estresse
oxidativo como parte de tal sistema de biomarcadores ja foi previamente
sugerida, e contribuiu para a distingdo entre diferentes tipos de
estressores (Downs et al., 2001). Esse sistema de biomarcadores poderia
ser usado como uma referéncia em areas onde doencas e poluigdo tém
sido implicadas como uma ameaga para as populagdes de tartarugas
marinhas (Aguirre & Lutz, 2004).

O presente estudo pretende analisar os biomarcadores de
estresse oxidativo presentes no sangue de tartarugas verdes vitimas de
ingestdo de lixo plastico, as consequéncias do processo de isquemia-
reperfusdo associadas ao estresse oxidativo sistémico consequente da
obstrucdo do trato gastrointestinal. Neste sentido, espera-se entender
melhor os efeitos da ingestdo subletal de residuos antrépicos e
desenvolver informagdes de referéncia sobre estresse oxidativo em
tartarugas verdes (Chelonia mydas) na regido litoranea de Santa
Catarina.
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MATERIAIS E METODOS
Area de estudo

O estudo foi desenvolvido na Ilha de Santa Catarina, situada
entre as latitudes 27°22° e 27°50° S (Fig. 2), com area de
aproximadamente 423 km? 172 km de perimetro, tendo direcio geral
NE-SW. Na llha distinguem-se trés ambientes de planicie costeira de
acordo com o nivel de energia ambiental a que estdo sujeitos: 1) Setor
leste, submetido & atuacdo de ondas e ventos de alta energia
provenientes do quadrante sul, onde 0s macigos rochosos e as areas de
sedimentacdo quaternaria configuram uma alternancia de costdes e
praias; 2) Setor oeste, que compreende as aguas protegidas das baias de
pequena profundidade, formando um ambiente estuarino com
manguezais; e 3) Setor norte, com nivel energético intermediério,
atingido pelos ventos e ondulages do quadrante norte e protegido dos
ventos do Sul pelas elevagdes da dorsal central.

A ocupagdo humana na Ilha é relativamente recente, com 0s
vestigios mais remotos de amerindios apontando para menos de 5000
anos, seguidos pelos Itararés e, a partir do século XIV, pelos Carijés,
gue migrariam anos mais tarde, tendo praticamente abandonado a llha
por volta do ano 1.600 d.C. A partir do século XVIII ocorreu a ocupagéo
mais efetiva da Ilha de Santa Catarina com a imigracdo de casais
oriundos do Arquipélago dos Acores. Depois vieram os alemaes,
italianos, gregos, sirios e libaneses. Entre 1960 e 1991 Floriandpolis
teve um crescimento vertiginoso, com sua populagdo crescendo 161%
(de 97.800 para 254.941 habitantes) (CECCA, 1997).

Desenho amostral

Foram amostradas, no total, 27 tartarugas da espécie Chelonia
mydas de varias procedéncias; encalhadas, capturadas por diferentes
tipos de pesca e através de mergulhos. As tartarugas permaneceram em
tanques individuais, foram alimentadas ad libitum com alga
(Pterocladiella sp.), e foram observadas diariamente para a constatacdo
de residuos antrépicos em suas fezes, os individuos que realizaram trés
evacuacdes consecutivas livres de residuos antrépicos e apds exame
clinico realizado por um médico veterindrio, apresentaram boa condi¢ao
corpérea (segundo Thompson et al., 2009), natacdo normal, presenca
dos reflexos: palpebral, cloacal e de retracdo do pescoco, e auséncia de
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lesBes e tumores foram consideradas saudaveis e formaram o grupo 1,
(controle, n=7). Os individuos que apresentaram as mesmas condicGes
do grupo 1, porém, que foi constatado residuos antropicos em suas fezes
ao menos em uma das evacuacdes foram considerados do grupo 2
(n=10), e os individuos que apresentaram ao menos um dos sintomas
avaliados durante o exame clinico e também residuos antrépicos em ao
menos uma das evacuacgdes foram consideradas do grupo 3 (n=10).

O namero reduzido de amostras dos grupos 1 e 3 (n=4 e n=5,
respectivamente) na analise da CAT, dos grupos 1 e 3 (n=6 e n=9,
respectivamente) na analise de TBARS e dos grupos 1, 2 e 3 (n=2, n=9 e
n=1, respectivamente) na analise das proteinas carboniladas, ocorreu
devido a problemas logisticos.

Foram considerados, para efeito comparativo, dois exemplares
assintomaticos, aparentemente sem ingestdo de lixo antrépico (pois ndo
foi possivel examinar suas evacuagdes devido a captura, rapida obtencdo
de amostra de sangue e mensuragdes biométricas seguida da soltura) de
C. mydas coletados em cruzeiro do IBAMA, realizado no ano de 2005
(Wilhelm Filho et al., dados ndo publicados).

Oceano
Atlantico

0 10,00
———

kilometres

Figura 2. Mapa da ilha de Santa Catarina
Quantificacao dos residuos antrépicos

Todo residuo antropico foi pesado, utilizando-se uma balanca
de precisdo de 10 g e o volume foi medido através do deslocamento de
agua marinha em provetas de 5, 20, 100 e 250 ml.
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Coleta sanguinea

A coleta sanguinea foi feita pela veia jugular externa, através do
seio venoso para-occipital (Owens & Ruiz, 1980), no momento do
exame clinico. Foi coletado de cada individuo 2 a 3 ml de sangue em
seringa heparinizada, e logo em seguida, aliquotas de sangue foram
precipitadas em acido ftricloroacético (TCA) 12% (1:4, viv) e
armazenadas em nitrogénio liquido (-170°C), até a realizacdo da andlise
de GSH.

A separacao dos eritrocitos e plasma, os quais foram utilizados
para 0s ensaios dos marcadores de estresse oxidativo/defesas
antioxidantes, foi realizada através de centrifugacdo rapida (~5000 g
durante 3 minutos) do sangue total (1 a 2 ml), para a obtencéo da fragdo
plasméatica e eritrcitos. As amostras foram separadas em aliquotas,
porcao celular e o plasma, que foram armazenados a -170°C (nitrogénio
liquido) para posterior analise. Foram observados os cuidados técnicos
de coleta e conservacdo do material bioldgico até a analise laboratorial
final.

Espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

Foi utilizado o método espectrofotométrico para a avaliacdo da
peroxidacdo lipidica enddgena, realizada em ftriplicata, através da
deteccdo em Aszs dos derivados de seus produtos de oxidagdo, através
de substancias que reagem com o0 &cido tiobarbitdrico (TBARS),
destacando-se 0 malondialdeido (MDA), produzindo um composto rosa,
estavel durante algumas horas (Bird & Draper, 1984).

As fracBes do plasma foram precipitadas com 4&cido
tricloroacético (TCA) a 12% e agitadas vigorosamente. Em seguida,
incubadas em tampédo Tris-HCI 60 Mm pH 7,4 (0,1 mM DPTA) e acido
tiobarbitdrico (TBA) a 0,73% durante 60 minutos a 100°C, em banho-
maria. Apds, o material foi resfriado durante 30 minutos a 5°C e
centrifugado (5 minutos a 5000 g), e a absorbancia do croméforo de cor
rosea medida em 535 nm, contra o branco, sendo os valores expressos
em nmol TBARS ml™.

Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi analisada segundo Aebi (1984), método
que se baseia na velocidade de degradacdo do peréxido de hidrogénio
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solucdo de 10 mM em tampéo fosfato 50 mM pH 7,0 preparada no dia
da andlise em 240 nm, durante 30 segundos. Todas as amostras foram
analisadas em duplicata e os valores expressos em mmol min™ ml™.

Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi analisada em duplicata em 480 nm, de
acordo com o método de Misra e Fridovich (1971), mediante a oxidagéo
da adrenalina 60 mM (mudanca de pH 2,0 para pH 10,2) que produz o
anion superoxido e um cromdforo réseo, 0 adenocromo. As amostradas
foram tratadas por uma mistura de cloroférmio:etanol (3:5 v:v), para
retirar a hemoglobina presente e impedir a geracdo e interferéncia do
anion superdxido artefatual no ensaio. A velocidade inicial de formagéo
do adenocromo foi monitorada durante cerca de 100 segundos do inicio
da reagdo, com acréscimo de absorbancia a cada intervalo de 15
segundos em torno de 0,013 — 0,015 unidades para entdo adicionar a
aliquota da amostra. O tempo total de monitoramento da reacdo foi de 3
minutos. Curvas de 4 ou 5 pontos permitiram avaliar indiretamente a
atividade enzimética da SOD. Os valores da SOD foram expressos em
termos de atividade relativa da enzima (U SOD ml™), sendo que uma
unidade arbitraria de SOD é definida como a quantidade de SOD
necessaria para diminuir 2 metade a velocidade de formagdo do
adrenocromo (Misra & Fridovich, 1971).

Glutadiona peroxidase (GPx)

Para a determinacdo da atividade desta enzima foi utilizado o
método de Flohé e Gunzler (1984) usando 10 pl de amostra e 10 pl de
tert-butilhidroperéxido (t-BuOOH) colocados em 1 ml de meio de
reacdo, que continha 25 ml de tampé&o fosfato 0,1 M pH 7,0, 8,6 mg de
NADPH, 10 ml de DPTA (acido dietilenotriaminopentacético) 5mM pH
7,0, 15 ml de agua destilada, 24 mg de GSH, e 5 U de GR, colocada
momentos antes do ensaio. O método baseia-se em dismutar o t-BuOOH
pela oxidacdo da GSH e formacdo de GSSG, catalisada pela GPx, onde
a oxidacdo do NADPH é medida em 340 nm. Todas as amostras foram
analisadas em duplicata e os valores foram expressos em pumol min™ ml°
! (Flohé & Gunzler, 1984).
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Glutadiona redutase (GR)

O método utilizado para a determinagdo da GR foi o de Calberg
e Mannervick (1985), que verifica em 340 nm durante 30 segundos, a
taxa de oxidagdo do NAPH devido a formacéo de glutadiona reduzida, a
partir da glutadiona oxidada, pela acdo da GR, em meio de reacdo
contendo tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 30,6 mg de
glutadiona oxidada e DPTA 5 mM. Todas as amostras foram analisadas
em duplicata e os valores da atividade desta enzima foram expressos em
pmol min™ mi™,

Glutadiona S-transferase (GST)

A atividade da GST foi analisada em duplicata e medida em
340 nm, de acordo com Habig et al. (1974), onde 10 pl da amostra era
adicionada a um meio contendo 10 pl de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1
M (CDNB), 10 pl de GSH 0,1 M e 970 ul de tampéo fosfato 0,1 M pH
7,0, sendo que na cubeta de referéncia utilizou-se 980 ul de tampéo
fosfato 0,1 M pH 7,0. Este ensaio tem como principio o uso de 1-cloro-
2,4-dinitobenzeno (CDNB) como substrato para que a enzima GST,
presente na amostra, conjugue a GSH ao CDNB e forme a substancia
detectdvel em 340 nm, esta atividade foi monitorada durante 60
segundos, sendo os valores expressos em pmol min™ mi™.

Glutadiona reduzida (GSH)

Foi utilizado o método de Beutler (1975), onde se avaliou a
concentragao eritrocitaria de pequenos tidis em precipitado acido (TCA
12%, 1:4, viv). A adicdo de 0,2 ml de acido 2-nitrobenzéico 2,5 mM
(DTNB) nas cubetas contendo 1,9 ml de tampéo Tris-HCI 0,2M pH 8,0
e 0,1 ml da amostra, permitiu, apés cerca de 3 minutos e agitacdo da
cubeta, a obtencdo maxima de formacg&o do anion tiolato (TNB) de cor
amarela, mensurdvel em 412 nm. As amostras foram analisadas em
duplicata e os valores foram expressos em pumol ml™.

Proteina carbonilada (PC)
O dano oxidativo por carbonilacdo foi determinado

adicionando-se 100 ul do plasma em 600 pl de DPNH (2,4-dinitro fenil
hidrazina). Incubou-se por 1 hora a temperatura ambiente no escuro,
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com agitacdo a cada 10 minutos. Adicionou-se 600 ul de TCA 20%,
agitou-se em agitador de tubos, manteve-se em banho de gelo por 10
minutos e em seguida centrifugou-se por 5 minutos a 11000g.
Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 200 pl de
agua destilada, em seguida adicionou-se 800 ul de etanol-acetado de
etila (1:1, V:V), com agitacdo seguinte e centrifugacdo por 5 minutos a
14000g, procedimento que foi repetido por 3 vezes, utilizando o pellet.
Ao final, o excesso de etanol-acetato de etila foi retirado com auxilio de
uma haste flexivel (cotonete), adicionou-se 600 pl de guanidina,
manteve-se em banho maria a 37°C por 1 hora sob agitacdo continua,
centrifugou-se por 5 minutos a 14000 g e procedeu-se a leitura a 360
nm. A concentracdo de proteinas totais foi determinada segundo o
método colorimétrico-Biureto, onde as ligacfes peptidicas das proteinas
(-HN-CO-) reagem com ions cupricos em meio alcalino (Reagente do
Biureto) formando um complexo de coloragéo violeta, cuja absorbancia
medida em 545 nm é diretamente proporcional & concentragdo de
proteinas na amostra.

Exames radiograficos

Para a caracterizacdo da obstrucdo do trato gastro entérico das
tartarugas foi realizado um exame radiografico simples de um individuo
obstruido (Fig. 3) e outro exame contrastado sequencial, com base em
Di Bello et al. (2006) de um individuo sadio (ndo obstruido, Fig. 4).

Exames necroscopicos
Todos os individuos que foram a 6bitos foram submetidos a
exames necroscépicos com base em Wineken (2001) para a verificagdo

da presenca de residuos antrépicos no trato gastrointestinal e
caracterizacdo macroscopica das lesdes.
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ANALISES ESTATISTICA

Previamente as analises estatisticas, foi avaliada a normalidade
dos dados através do teste de Shapiro-Wilk. Para determinar se houve
diferenca na producdo de indicadores de estresse oxidativo entre 0s
grupos, foi realizada a analise de varidncia (ANOVA) de uma via e
Kruskal-Walis para dados paramétricos e ndao paramétricos
respectivamente, seguido do teste a posteriori t de Student. Foi utilizado
coeficiente de correlagdo de Pearson para avaliar a correlagdo entre o
volume do material antropico e a atividade dos indicadores de estresse
oxidativo.

Figura 3. Radiografia dorso-ventral simples, de um individuo obstruido por
fecalomas. (Seta) pedaco de plastico em alca intestinal.
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Figura 4. Radiografia dorso-ventral 2 horas ap6s administracdo de contraste via
oral e imediatamente ap6s enema em um individuo do grupol, (a) estbmago, (b)
bexiga urinéria e (c) intestino grosso. (B) radiografia dorso-ventral do mesmo
individuo da Fig. 4A, 24 horas apés administracdo do contraste. Contraste
residual em célon transverso (setas).
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RESULTADOS

De 2010 a 2012, um total de 27 amostras de sangue de
tartarugas verdes foi coletado para esse estudo, porém apenas 7 delas
formaram o grupo controle, animais que, ap6s exame clinico realizado
por um médico veterinario, foram consideradas sadias e ndo defecaram
material inorganico nas 3 primeiras evacuacgdes. As tartarugas tiveram
uma média de 38,7+4,99 cm (31,5-51,0 cm) de comprimento curvilineo
do casco (CCC) consideradas jovens de acordo com Aguirre & Balazs
(2000).

As médias aritméticas, erros-padrdo, intervalos de referéncia
(I.LR.) dos indicadores de estresse oxidativo medidos no sangue das
tartarugas verdes estdo apresentados na Tabela 1. As atividades das
enzimas superdxido dismutase (SOD) e glutationa-S-transferase (GST)
ndo mostraram diferengas estatistica entre os tratamentos. Na avaliacdo
da atividade da enzima catalase, 0 grupo 2, animais sem sintomas e que
apresentaram residuos antropicos em ao menos uma evacuagao,
apresentou uma diminuicdo estatisticamente significante comparado
com o0s grupos 1 (controle) e 3, animais com sintomas e que
apresentaram residuos antrépicos em ao menos uma evacuacao, (p=0,02
e p=0,04, respectivamente). Na avaliagdo da enzima glutationa
peroxidase (GPx) houve diferenca estatisticamente significativa somente
entre o grupo 2 e o grupo 3 (p=0,002). A atividade da enzima glutationa
redutase do grupo 2 apresentou um aumento quando comparado com o
grupo 1 e o grupo 3 (p=0,04 e p=0,008). O resultado da glutationa
reduzida (GSH) mostrou uma queda gradual de seus niveis do grupo 1
ao grupo 3, apesar de ndo apresentar diferenca estatistica. Os graficos
das atividades das enzimas antioxidantes e o da glutationa reduzida
(GSH) estdo apresentados na figura 5. O indicador de peroxidagédo
lipidica (TBARS) ndo mostrou diferenca entre os tratamentos (P=0,35) e
na analise das proteinas carboniladas, indicadores de dano oxidativo as
proteinas, foi verificada apenas uma tendéncia de aumento de acordo
com o grau de comprometimento das tartarugas (Fig. 6), pois ndo foi
possivel realizar andlise estatistica devido ao numero reduzido de
amostras.
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Somente a glutationa reduzida (R=-0,69 e p=0,0008) e a
glutationa peroxidase (R=-0,48 e p=0,033) apresentaram uma correlacdo
significativa com o volume de lixo.

O intervalo médio entre evacuac¢des dos individuos do grupo 1
foi de 1,7 dias, do grupo 2 foi de 2,66 dias e do grupo 3 somente um
animal defecou, com um intervalo entre as evacuagdes de 2,73 dias. A
taxa de sobrevivéncia do grupo le 2 foi de 100%, enquanto o grupo 3
teve uma taxa de mortalidade de 100%. A média da massa de material
antropico no grupo 2 foi de 0,8 g, variando de 0,04 a 2,2 g e a média do
volume foi de 11,02 ml, variando de 2,2 a 34,8 ml, enquanto a média da
massa de material antrépico do grupo 3 foi de 3,0 g, variando de 0,2 a
7,0 g e a média do volume obtido foi de 19,65 ml, variando de 5,0 a
60,0 ml (Tabela 2). Durante o exame necroscopico, foi constatado a
presenca de fecalomas (Fig. 7), vasos congestos (Fig.8) e presenga de
lesBes gastricas hemorrégicas (Fig.8B) em todos 0s casos.

Tabela Il. Dados do monitoramento dos animais até a realizagdo de 3
evacuagoes consecutivas livres de residuos antropicos.

Grupos G1 G2 G3

X de evacuagdes 3,0 10,37 9,0
Intervalo médio entre 1,70 2,66 2,73

evacuac0es (dias)

Sobrevivéncia (%0) 100 100 0
Mortalidade (%0) 0 0 100
X de lixo (g) / min-méax 0 0,8%/0,04 - 11,02%/2,2 -
2,2 34,8
X de lixo (ml) / min-méx 0 30°/02-7,0 19,65°/5,0-
60
N 7 10 10

X, média aritmética, (*) dados referentes a somente um individuo. Letra sobrescrita: (a)
p=0,004, (b) p=0,007.
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Figura 5. Gréficos das atividades das enzimas antioxidantes; SOD (U SOD.ml
H: CAT (mmol.min™.ml™); GPx (umol. min™.mI™); GR (umol. min™.ml™) ;
GST (umol. min™.mlI™) e da GSH (umol.ml™) presentes no sangue de tartarugas
verde, Chelonia mydas. G1 é o grupo controle; G2, animais assintomaticos que
ingeriram residuos antrépicos e G3, animais sintomaticos que ingeriram
residuos antrépicos. Os dados estdo apresentados como médiazE.P., n=n° de
amostras. Letras representam diferenca estatisticamente significante entre
grupos, p<0,05.
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Figura 6. Gréaficos das substancias que reagem com o &cido tiobarbitirico
(umol TBARS.mI™) e das proteinas carboniladas (PC, mg proteinas.ml™) no
sangue de tartarugas verde, Chelonia mydas. Onde, G1 € o grupo controle; G2,
animais assintomaticos que ingeriram residuos antrépicos e G3, animais

sintomaticos que ingeriram residuos antrépicos. Os dados estdo apresentados
como média+E.P.

Figura 10. (A) Fecalomas retirado ap6s necrépsia de um individuo do grupo 3.
(B) Residuos antropicos do mesmo individuo da fig. 7A.
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Figura 11. (A) Estdmago repleto, (seta) artéria gastrica dorsal congesta de um
individuo do grupo 3. (B) Lesdo hemorragica em fundo de estbmago do mesmo
individuo da fig.8A
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Figura 12. Segmento do intestino grosso necrosado devido obstrucdo por
ingestao de residuos antrépicos, de um individuo do grupo 3.
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DISCUSSAO

A atividade da SOD das tartarugas do grupo 2 apresentou apenas
uma tendéncia de queda em relacdo ao grupo controle, porém nio
significativa em termos estatisticos. Resultados similares foram
observados por Storey (1996) e Lushchak et al. (2005), em figado,
musculo e cérebro de tartarugas de dgua doce expostas a reoxigenagdo
apés anoxia, e em figado de carpa Cyprinus carpio durante
reoxigenacao apos hipoxia, respectivamente.

Quando comparados aqueles verificados (~260 U SOD ml™) nos
dois exemplares assintométicos de C. mydas coletados em cruzeiro do
IBAMA no ano de 2005 (Wilhelm Filho et al., dados nédo publicados), a
atividade da SOD no presente estudo (~140 U SOD ml™), apresentaram
valores cerca de, aproximadamente, a metade. Esta diferenca poderia
representar uma certa incapacidade dos animais de cativeiro, tanto os
destituidos de lixo pléstico, como os assintomaticos como sintomaticos,
de manterem esta defesa antioxidante em nivel mais adequado.

Os resultados da atividade da enzima antioxidante CAT, assim
como da GPx verificadas nas tartarugas do grupo 2, foram cerca de 3-4
vezes maiores (~3-6 mmol min-1 ml-1) que os verificados em dois
exemplares de C. mydas (0,47 mmol min-1 ml-1) coletados em cruzeiro
do IBAMA no ano de 2005, sem apresentarem sintomas de ingestéo de
lixo antrépico (Wilhelm Filho et al., dados nédo publicados). Por outro
lado, estes resultados foram similares aos resultados obtidos por Akgil et
al. (2000), que investigaram o impacto da isquemia-reperfusdo sobre as
atividades das enzimas oxidantes em intestinos de ratos. Naquele estudo,
0s pesquisadores observaram uma diminuicdo significativa da atividade
da catalase e um aumento da atividade da GPx, porém ndo significativo
(p>0,05), nos animais submetidos a isquemia-reperfusdo. A atividade da
CAT, também, foi significantemente menor em figados de ratos
expostos a isquemia-reperfusdo (Inal et al., 2006). Entretanto, ambos
estudos expuseram estes animais de laboratério a periodos agudos e
relativamente curtos (horas) de isquemia-reperfusao.

Os resultados obtidos no presente estudo, por outro lado, sugerem
uma inducdo da CAT associada a processos cronicos de isquemia-
reperfusdo, ou seja, de intervalos que provavelmente constituem varios
dias a até mesmo meses de obstrucdo do trato digestivo.

A inibicdo da catalase causa um desequilibrio redox durante os
estagios iniciais da reoxigenacdo em tilapias, porém, ndo o suficiente
para desenvolver estresse oxidativo (maior dano oxidativo, determinado
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pela peroxidacdo lipidica ou oxidacao de proteinas) tipico deste episodio
(Welker et al., 2012). Entretanto, Aceto et al. (1990) observaram um
aumento significativo na atividade da GPx, somente durante o periodo
de isquemia do miocardio em humanos, e sugeriram que tal aumento da
GPx poderia proporcionar ao miocardio uma menor suscetibilidade ao
ataque oxidativo, particularmente durante a reoxigenagdo, periodo o
qgual os niveis de EROs sdo amplamente elevados (Halliwell &
Gutteridge, 2006).

Contrariamente aos resultados obtidos na SOD, os valores
encontrados no presente estudo para a atividade da GPx, foram muito
semelhantes (3 pmol min-1 ml™) aqueles verificados em dois
exemplares, aparentemente sadios, de C. mydas (3,1 pmol min™ mI™)
coletados em cruzeiro do IBAMA no ano de 2005 (Wilhelm Filho et al.,
dados ndo publicados).

A atividade enzimatica da GPx é um dos meios de controle do
organismo dos niveis de perdxido de hidrogénio e hidroperéxidos
lipidicos, oriundos do ataque de EROs (Cohen & Hochstein, 1963). A
manutencao da atividade da GPx em niveis semelhantes aos encontrados
em dois exemplares de C. mydas naquele cruzeiro, e também
considerando que os individuos obstruidos analisados no presente
estudo, exibiram atividades da CAT cerca de 3-4 vezes maiores que
exemplares aparentemente sadios, poderia explicar, pelo menos em
parte, o resultado da TBARS obtido no presente trabalho (niveis de
lipoperoxidacdo igualmente 3-4 vezes maiores).

Outra enzima antioxidante de suma importancia é a GR. Esta
enzima ndo age diretamente na remogdo de EROs, porém é responsavel
pela regeneracdo da glutationa a sua forma reduzida (GSH), na presencga
de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), tendo como
objetivo impedir a paralisacdo do ciclo metabdlico da glutationa
(Meister & Anderson, 1983).

Um aumento significativo da GR, assim como nos animais do
grupo 2 do presente estudo, também foi verificado por Wilmore e Storey
(1997a,b), em coracdo de tartarugas de agua doce (Trachemys scripa
elegans), expostas 24 horas a normoxia, apds 20 horas de anoxia.
Segundo Maulik et al. (1999), o aumento da atividade da GR e outras
enzimas pode ser significativo para a protecdo contra o estresse
oxidativo durante a reoxigenacao.

Ao contrario do verificado para as atividades de CAT e GPx, 0s
resultados encontrados no presente estudo para a atividade da GR (~0,5
pmol min? ml'l), foram cerca de, aproximadamente, 10 vezes menores
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daqueles verificados nos dois exemplares, aparentemente sadios, de C.
mydas (6,1 pmol min™ml™) coletados em cruzeiro no ano de 2005
(Wilhelm Filho et al., dados ndo publicados). O aumento das atividades
da GR e GPx, embora ndo significativo em termos estatisticos,
combinado com a diminui¢do da atividade da catalase nos animais do
grupo 2, sugere que o H,0, estaria em baixa concentragio, ndo causando
estresse oxidativo nos animais desse grupo, pois a GPx parece ser a
principal enzima a atuar na remogdo do H,0,, quando a taxa de
producdo desta ERO é baixa nas células vermelhas de mamiferos
(Halliwell & Gutteridge, 2006). Porém, se a concentracdo de H,O, é
aumentada (ex. por uma toxina que aumente a geracdo de H,0,
intracelular), a catalase torna-se mais importante na remocéo do H,0;
(Halliwell & Gutteridge, 2006). Entretanto, Gaetani et al. (1994),
verificaram que o aumento da dependéncia do mecanismo glutationa
peroxidase/redutase ndo ocorre até que mais de 98% da catalase tenha
sido inativada.

A semelhanca do que foi verificado na atividade da SOD, quando
comparados aqueles dois exemplares sadios capturados em cruzeiro
(66,5 pmol min™ mI™; Wilhelm Filho et al., dados ndo publicados), a
atividade da GST nos individuos examinados no presente estudo
exibiram uma atividade cerca do dobro (~100 pmol min™ mI™). Além de
seu papel contra a detoxificacdo de xenobidticos, a GST é importante na
detoxificacdo de hidroperdxidos produzidos de forma enddgena,
notadamente aqueles oriundos de processos de lipoperoxidagao
(Halliwell & Gutteridge, 2006), o0 que poderia consistir em justificativa
para sua manutencao relativamente elevada nos individuos mantidos em
cativeiro.

Muitos dos xenobioticos, 0s quais 0s organismos estao expostos,
sdo metabolizados através da conjugacdo da GSH catalisada pela enzima
GST (Halliwell & Gutteridge, 2006). Muito pouco se sabe sobre a
expressdo ou atividade da GST em tartarugas marinhas. Por seu papel na
detoxificacdo de quimicos endbgenos e exdgenos, a GST deve
despenhar uma funcdo critica na mitigacdo dos potenciais insultos
toxicos causados por estressores antropogénicos nas tartarugas marinhas
(Richardson et al., 2009). Apesar da diminuicdo na atividade da GST
dos animais do grupo 2 no presente estudo, ndo ter sido estatisticamente
significante, o resultado foi bastante similar aos relatados por Wilmore e
Storey (1997a), onde verificaram uma diminuicéo significativa de 25% e
39% na atividade da GST no figado exposto a anoxia e cérebro durante
a reperfusdo apds andxia, respectivamente, em tartarugas de dgua doce.
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Mudancas na atividade da GST foram igualmente observadas
apos a exposicdo ao H,0, e a locais contaminados por tetracloroetileno,
tanto no ofideo Thamnophis sirtalis parietalis (Hermes-Lima & Storey,
1993), como em tartarugas pintadas (Rie et al., 2000).

A glutationa reduzida (GSH) possui papel central na
biotransformacéo e eliminagdo de xenobidticos e na defesa das células
contra o estresse oxidativo (Joseph et al.,1996). Este tripeptideo €
encontrado intracelularmente em altas concentragdes, essencialmente
em todos os organismos aerébicos (Wilhelm Filho et al., 2000). A GSH
¢ uma das mais importantes defesas antioxidantes ndo enzimaticas e ¢
considerada como uma primeira linha de defesa, devido & sua habilidade
de ser um antioxidante generalista e ser prontamente e continuamente
recuperada através do ciclo da GSH (Kosower & Kosower, 1978;
Meister & Anderson, 1983).

Os valores da GSH sanguinea no presente estudo foram cerca de
um pouco mais do dobro (~1 pmol ml™) dos verificados em dois
exemplares de C. mydas (0,38 mol pmol ml™) coletados em cruzeiro do
IBAMA no ano de 2005, sem apresentarem sintomas de ingestdo de lixo
antropico (Wilhelm Filho et al., dados ndo publicados). Provavelmente
0 estresse de captura (anzol) destes individuos durante aquele cruzeiro,
poderia justificar estes niveis depletados da GSH sanguinea,
considerando que este tripeptideo responde rapidamente a estressores,
enquanto os antioxidantes enzimaticos demoram pelo menos algumas
horas para serem expressos (Halliwell & Gutteridge, 2006).

Os raros estudos realizados sobre o metabolismo oxidativo em
tartarugas marinhas foram focados nas defesas antioxidantes
enzimaticas, ndo levando em consideragdo a GSH e outros antioxidantes
ndo-enzimaticos (ex. Valdivia et al., 2007; Richardson et al., 2009;
Labrada-Martagon et al., 2011). Portanto, o presente estudo é o
primeiro a investigar os niveis de GSH no sangue de tartarugas
marinhas.

O nivel de GSH observado no grupo controle nesse estudo foi
proporcional ao verificado em sangue de peixes e duas espécies de
répteis crocodilianos amazonicos (Wilhelm Filho et al., 2000), e em
sangue de mamiferos mergulhadores (Wilhelm Filho et al., 2002). No
grupo 2 houve uma queda da GSH, porém estatisticamente ndo
significativa. Eventos similares foram também observados por Ferencz
et al. (2002) e Inal et al. (2006) em intestino de cdo e em figados de
ratos expostos a isquemia-reperfusao, respectivamente. Ha forte suspeita
de que o estresse oxidativo induzido pela reperfusdo é sustentado pelo
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consumo de GSH e concomitante formacdo de glutationa oxidada
(GSSG, um importante indicador de estresse oxidativo), na mucosa
gastroentérica, que € alvo principal da isquemia-reperfusdo (Younes et
al., 1987; Schoenberg et al., 1985; Navarro-Gonzéles et al., 1998), fato
que justificaria o consideravel aumento da atividade da GR nos animais
do grupo 2. Contrariamente, existem relatos de que o desaparecimento
da maioria da GSH ocorre durante o periodo isquémico, enquanto que a
GSH nédo ¢ oxidada durante o episodio de isquemia-reperfusdo (Gibson
etal., 1993).

A média da concentracdo de TBARS no sangue das tartarugas
marinhas do grupo controle foi praticamente o dobro da média
verificada no sangue de mamiferos mergulhadores (Wilhelm Filho et al.,
2002), e no grupo 2 do presente estudo. Assim como as proteinas
carboniladas (PC), quase ndo houve alteracdo do TBARS, quando
comparados ao controle.

Estes valores de TBARS plasméaticos encontrados no presente
estudo foram cerca de 6-10 vezes maiores (~30-50 umol ml™),
comparativamente aos verificados em dois exemplares de C. mydas
assintomaticos (4,7 pmol ml™) coletados em cruzeiro do IBAMA no ano
de 2005 (Wilhelm Filho et al., dados ndo publicados). Aparentemente,
estes dois exemplares refletiriam melhor a condigédo de lipoperoxidagéo
da espécie, pois ndo teriam sofrido toda a gama de contribuicdo
estressora de cativeiro, e também considerando que o estresse de captura
ndo afetaria os niveis de TBARS tdo rapidamente (Halliwell &
Gutteridge, 2006).

Orgaos de tartarugas de 4gua doce expostas & andxia-reperfusio
ndo indicaram nenhum aumento na concentracdo de TBARS, sugerindo
que as defesas antioxidantes nos 6rgdos de tartarugas seriam suficientes
para evitar o dano oxidativo aos lipidios durante a reoxigenacao
(Willmore e Storey, 1997a). Desta forma, a hip6tese de que o processo
de isquemia-reperfusdo associado ao mergulho ndo causaria dano
oxidativo adicional a mamiferos mergulhadores (Wilhelm Filho et al.,
2002), poderia também ser aplicado as tartarugas mergulhadoras sadias.
Por outro lado, Labrada-Martagon et al. (2011) ndo observaram
nenhuma influéncia da condicdo corpdrea, tamanho ou peso das
tartarugas marinhas nos niveis de TBARS.

O fato das tartarugas em cativeiro terem sido alimentadas
somente com uma tipo de alga (Pterocladiella sp), pode ter contribuido
para a fragilidade do sistema de defesa antioxidante uma vez que em
vida livre a dieta das tartarugas verdes é constituida por diferentes itens
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(Seminoff et al., 2002; Amorocho & Reina, 2007) e os niveis de
antioxidantes como os caratendides e vitamina C sdo variaveis entre as
algas que constituem a dieta dessa espécie (McDermid et al., 2007).

Nos animais do grupo 3, animais obstruidos com sintomas, nao
foi observado mudancas significativas em nenhum indicador de estresse
oxidativo, quando comparados ao 0 grupo controle, porém houve uma
tendéncia de aumento na concentracdo de TBARS (28,2%), e apesar de
uma amostragem insuficiente para uma andlise estatistica mais robusta,
as proteinas carboniladas também apresentaram apenas uma tendéncia
de aumento de 33,6%. Tais resultados poderiam ser explicados pela
incapacidade do organismo em responder aos insultos oxidativos
persistentes, provavelmente relacionados aos processos de isquemia-
reperfusdo, devido ao estado de salde geral bastante comprometido,
uma vez que todos os individuos do grupo foram a ébito (Tab.2).

Durante os exames necroscopicos foi identificada a presenca de
fecalomas (Fig.7), vasos congestos (Fig.8), presenca de lesdes gastricas
hemorragicas (Fig.8B) em todos os casos e, apesar de ter sido feita
somente a observagdo macroscopica das lesdes, alguns individuos
apresentaram sinais de necrose intestinal (Fig.9). Entretanto, Orés et al.
(2004), identificaram histopatol6gicamente, enterite necrotizante em
todas as tartarugas com intussuscepcdo intestinal (obstrugdo causada por
corpo estranho linear). Segundo Flint et al., (2009), enterites fibrinosa,
catarral e necrotizante sdo frequentemente diagnosticadas em tartarugas
marinhas com obstrucédo do trato gastroentérico.

fons ferro capazes de catalisar a producio de “OH poderiam surgir
como resultado da necrose celular, causando a liberagdo de ferro
intracelular, digestdo proteolitica de metaloproteinas, liberacdo de ferro
da ferritina ou proteinas ferro-sulfuro pelo O, efou quebra da
hemoglobina (ex. pelo H,0,), liberada como consequéncia do
sangramento ap6s a reperfusdo do tecido (Fig.8B) (Halliwell &
Gutteridge, 2006).

O sistema hipoxantina-xantina oxidase provavelmente ndo é a
Unica fonte de EROs a qual o intestino reoxigenado esta sujeito. O dano
causado as mitocOndrias pela isquemia poderia fazer “vazar” mais
elétrons que o usual da cadeia transportadora de elétrons, formando mais
0," (McCord & Turrens, 1994). A geracdo de EROs pela ativagdo de
neutrofilos entrando ou ja presente no intestino reoxigenado é outra
potencial fonte (Granger & Kubes, 1994). Tecidos pds-isquémicos
podem gerar um aumento na quantidade de leucotrienos B4, PAF e
outros atratores quimicos para neutréfilos, e aumentar a expressao de
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moléculas de adesdo. Os neutrofilos, entdo aderem ao endotélio e podem
ativar a liberagdo de produtos (O,", H,O, CIOH, cloraminas, CIOH
derivadas, eicosanoides, enzimas proteoliticas como a elastase) que
podem agravar a lesdo. De fato, a deplecéo neutrofilica dos animais, ou
0 pré-tratamento deles com anticorpos que previnem a aderéncia dos
neutrofilos ao endotélio tem sido relatada na diminui¢do dos danos
causados pela reoxigenagdo do intestino e outros tecidos em estudos
com animais inteiros (Kilgore & Lucchesi, 1993, Valen & Vaage,
1993).

A translocacdo bacteriana € a passagem de bactérias do trato
gastroentérico através da mucosa epitelial para locais extraintestinal
como linfonodos mesentéricos, figado e baco (Van Leeuwen et al.,
1994). Subsequentemente a bactéria pode se disseminar pelo corpo,
produzindo sepsis, choque, ou faléncia maltipla dos 6rgaos (FMO). O
aumento da permeabilidade do intestino que ocorre durante a isquemia-
reperfusdo do intestino é um dos fatores que causa a translocacdo
bacteriana (Aksoyek et al., 2002; lijima et al., 1997; Xia et al., 2002).
Outros fatores sdo o crescimento excessivo de bactérias no intestino e
diferencas nas defesas imune do individuo (Berg et al., 1999).

A isquemia-reperfusdo do intestino resulta na producdo de
moléculas tais como H,0,, O,", e citoquinas inflamatérias que podem
lesionar 6rgdos distantes. Isso leva ao desenvolvimento da sindrome da
resposta inflamatoria sistémica, que pode progredir para (FMO) (Ceppa
et al., 2003). A isquemia—reperfusdo do intestino pode ainda causar a
infiltracdo de neutr6filos no pulmdo, fato que contribui para o
desenvolvimento da sindrome respiratéria aguda (Koksoy et al., 2001;
Xiao et al., 1997). Por isso, o intestino é chamado de “motor da FMO”
(Marshall, 1998).

A correlacdo negativa, estatisticamente significante, entre as
atividades de algumas enzimas antioxidantes (GPx e GR) e o volume de
residuos antropicos ingeridos, verificada no presente estudo, sugere que
0 aumento da ingestdo de residuos antroépicos pode causar uma faléncia
do sistema de defesa antioxidante das tartarugas, agravando o quadro
clinico e as levando a morte. Entretanto, uma correlacdo positiva entre a
concentracdo de pesticidas organoclorados e as atividades da catalase e
glutationa peroxidase no sangue das tartarugas marinhas foi observada
por Labrada-Martagén et al. (2011). Ha varios registros da ocorréncia de
contaminantes organicos em animais que consumiram residuos
antropicos (Mato et al., 2001; Endo et al., 2005; Rios et al. 2007; Ogata
et al., 2009; Colabuono et al., 2011).
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Diversos estudos ja foram realizados sobre a interacdo das
tartarugas marinhas com residuos antrépicos, principalmente em relacao
a ingestdo desses residuos (Bugoni et al., 2001; Barros et al., 2007,
Tourinho et al., 2008; Guebert et al., 2008), porém esse é 0 primeiro
estudo com o enfoque do estresse oxidativo e realizado com tartarugas
marinhas vivas.

Foi verificada a presenca de residuos antrépicos em 74% das
tartarugas, porém o mais surpreendente foi o alto indice de tartarugas
marinhas sem sintomas, ou seja, aparentemente saudaveis que
mostraram ter ingerido residuos antropicos (63%). Houve uma diferenga
bastante significativa, em termos estatisticos, em relagdo & massa e 0
volume de residuos ingeridos entre o grupo 2 e 3 (p<0,0007 e p<0,002,
respectivamente).

Estudos sobre as defesas antioxidantes e dano oxidativo em
animais selvagens sob uma perspectiva ecoldgica tiveram inicio
somente ha pouco mais de duas décadas (McGraw et al., 2010).
Algumas das questdes abordadas sdo as fontes naturais de variagdo das
defesas antioxidantes entre espécies, dentro de espécies entre 0s
individuos de acordo com o habitat, condicao fisiol6gica, tecido, e entre
os individuos ao longo do tempo (McGraw et al., 2010). Ha poucos
estudos de estresse oxidativo em répteis (Hermes-Lima & Storey, 1993;
Wilmore & Storey, 1997a,b), e 0 conhecimento basico sobre estresse
oxidativo em tartarugas marinhas é ainda muito escasso.

O presente estudo é o primeiro relato sobre indicadores de
estresse oxidativo no sangue de tartarugas verdes associado a obstrugédo
por residuos antrépicos, portanto ndo ha dados disponiveis para
comparacao, particularmente sobre a influéncia da ingestéo de residuos
antropicos nesses indicadores.
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CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho sugerem que a quantidade de
residuos ingerida pelos animais assintomaticos do grupo 2,
aparentemente ndo foi suficiente para causar uma maior producdo de
EROs (isquemia-reperfusdo), e que os niveis constitutivos da atividade
de algumas enzimas, notadamente da catalase, seriam suficientes para
combater as EROs geradas em excesso, ou que as tartarugas sujeitas a
isquemia-reperfusdo do intestino, recorrem preferencialmente as
enzimas peroxidasicas para detoxificar, tanto o H,O, (CAT e GPx),
como os demais hidroperdxidos (GST e GPXx).

Aparentemente, as defesas antioxidantes constitutivas,
relativamente elevadas para um grupo de organismos que apresentam
um nivel de atividade metabdlica relativamente baixa, parecem, pelo
menos em parte, atenuar o estresse oxidativo vinculado aos processos de
isquemia-reperfusdo que estes queldnios estdo submetidos, ndo somente
restrito as atividades fisiologicas do mergulho, mas também aos
aspectos patoldgicos relacionados a obstrugdo vinculada a ingestdo de
lixo de natureza antrdpica.

N&o foi observada nenhuma alteracdo estatisticamente
significativa dos indicadores de estresse oxidativo nos individuos do
grupo 3 em relacdo ao controle, porém a quantidade de residuos
antropicos ingerida foi maior 13,8 vezes em relagdo a massa e 6,5 vezes
em relacdo ao volume, quando comparada ao grupo 2. Isto sugere que a
manifestagdo dos sintomas estaria diretamente ligada ao grau de
ingestdo de residuos. O grande volume de residuo ingerido causa uma
diminuicdo mais acentuada do aporte sanguineo (hipdxia/isquemia) aos
orgdos do sistema digestivo por compressdao mecanica. A manutengdo
desse insulto oxidativo agrava ainda mais seu quadro clinico, a tal ponto
que o sistema de defesas antioxidantes ndo é mais adequadamente
responsivo as agressdes oxidativas, podendo conduzir a faléncia
maltipla dos 6rgdos, culminando com a morte do animal. Neste
particular também seria importante avaliar as consequéncias da
desobstrucdo (evacuacdo), pois poderia acentuar, num primeiro
momento, 0 estresse oxidativo sistémico, aspecto que poderia estar
relacionado com a alta mortalidade dos individuos ap6s as respectivas
evacuacg0es verificadas em cativeiro.

Portanto, considerando aspectos fisiologicos, a ingestdo de
residuos antropicos pelas tartarugas marinhas pode ser muito mais
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nociva que as descritas anteriormente (Lutz, 1990; Schulman & Lutz,
1995; Guebert, 2008).

Devido ao alto indice de ingestdo de residuos antrOpicos por
tartarugas que nao apresentaram nenhum tipo de sintoma, verificado no
presente estudo, faz-se necesséria uma reavaliacdo dos protocolos de
reabilitagdo para essas espécies, implementando-se procedimentos para
evitar o acimulo de material antrépico ingerido e a suplementacdo de
antioxidante, como sugerido por Walsh, 1999, diminuindo as chances do
animal sofrer as consequéncias decorrentes da isquemia-reperfusdo do
trato gastrointestinal, pois esses animais, geralmente, sdo apenas
marcados, medidos, pesados e liberados.

Os animais do grupo controle utilizados nesse estudo eram
clinicamente saudaveis e foram coletadas em um ambiente relativamente
pristino, assim como os dois exemplares que foram utilizados, apesar do
ndmero reduzido, para efeito comparativo, por ndo sofrerem as
consequéncias deletérias relacionadas ao cativeiro. Portanto, em futuras
avaliacbes do estresse oxidativo, através do sangue de tartarugas
marinhas, os valores aqui apresentados poderiam ser usados como
pardmetros indicadores auxiliares quanto a ingestdo de residuos
antropicos.
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