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"Os que amam a vida ndo devem explicacdes a ninguém. Apenas amam.
Sdo pessoas apaixonadas por tudo o que torna a existéncia possivel.

E, apenas nesse particular, exigem os minimos detalhes.

Até por que, quem nao quer saber como €, na esséncia, 0 objeto de seu amor?
Que apaixonado pela vida ndo se entusiasma ao descobrir a ténue linha
que liga a relva aos seres do mar e costura 0 comportamento

de um rustico lagarto do deserto a aparente fragilidade de uma libélula?
Por isso, me propus a dar essas explicagdes, indo além dos detalhes.

Em tudo, até onde a Biologia ja p6de chegar, procurando detalhar a vida,
busquei causa e consequéncia.

Se douraduras ou efémeras, apenas o tempo dira.

Afinal, ndo é assim também a vida?"
Dr. Luiz Eduardo Cheida



RESUMO

A pesca é uma das principais ameacas enfrentadas pelas tartarugas marinhas, porém os
efeitos fisioldgicos causados durante a captura nos diferentes artefatos de pesca sdo pouco
estudados. O objetivo deste trabalho é estabelecer valores sanguineos de referéncia para
uma populacdo de Chelonia mydas juvenis e compard-los com animais capturados
incidentalmente pela pesca na mesma area, levando em conta a variagdo sazonal. Para
tanto, coletou-se sangue de 96 tartarugas saudaveis, durante o verao e o inverno, nos trés
métodos de captura (mergulho livre, cerco flutuante e rede de emalhe). As amostras de
sangue foram analisadas quanto as concentraces de glicose, lactato, proteinas totais,
acido urico, albumina, lipidios totais, triglicerideos, colesterol VLDL, colesterol total e
corticosterona. Tartarugas capturadas no verdo tiveram niveis mais elevados de glicose,
proteinas totais, acido Urico e albumina, e concentracfes mais baixas de lipidios totais,
em relacdo ao inverno. Apesar do cerco flutuante ser um mecanismo passivo de captura,
seis dos dez parametros avaliados foram significativamente diferentes dos valores basais
obtidos para espécie. A captura em redes de emalhe causou maiores perturbacdes que o
cerco flutuante e todos os parametros avaliados diferiram-se significativamente dos
valores obtidos para os animais capturados em mergulho livre (valores de referéncia).
Esses resultados indicam que a captura incidental causa distarbios nos parametros
fisioldgicos, ao quais podem ser utilizados como importantes marcadores em programas
que visem auxiliar na reabilitacdo de tartarugas ap6s a captura. Além disso, os valores de
referéncia obtidos também podem ser utilizados para futuras comparagdes com

populacbes da mesma espécie e com individuos afetados pelo estresse ou doencas.

Palavras-chave: corticosterona, valores de referéncia, bioquimica sanguinea, cerco

flutuante, rede de emalhe



ABSTRACT

Fisheries is one of the main threats faced by sea turtles. However, literature relating the
physiological effects of incidental capture by fishing gears is scarce. The aim of this study
Is to establish blood reference values for a juvenile population of Chelonia mydas and
compare them with animals incidental captured by fisheries in the same area, taking
account seasonal variation. Blood was collected from 96 healthy green sea turtles, during
summer and winter, by three different methods (dive, pound net and gillnet). Blood
samples were analyzed for glucose, lactate, total protein, uric acid, albumin, total lipids,
triglycerides, VLDL cholesterol, total cholesterol and corticosterone concentrations.
Turtles captured in summer had a significant increase in blood glucose, total protein, uric
acid and albumin, and a decreased in total lipids compared with turtles captured in winter.
Although pound net is a passive capture mechanism, six of ten parameters differed
significantly from base-line values established for the species. Entanglement in gillnets
caused greater perturbations than pound net and all parameters analyzed were
significantly different from the values obtained for animals captured by diving (reference
values). These data indicate that incidental capture causes significant physiological
disturbance in sea turtles and the results obtained in this study are important to help in the
rehabilitation of turtles after capture. Reference values can be used for future comparisons

with populations of the same species and with unhealthy and stressed individuals.

Keywords: corticosterone, reference values, blood biochemistry, pound net, gillnet



APRESENTACAO GERAL

Esta dissertacdo de mestrado € apresentada sob forma de artigo cientifico e esta
configurada de acordo com as normas do periodico Naturwissenchaften. Todas as
legendas de figuras, tabelas e material suplementar do artigo estdo incluidos ao final e
estdo conforme as normas do periddico. Abaixo uma breve descrigdo sobre o histérico do
problema a ser abordado nesta dissertacgéo.

As tartarugas marinhas estdo entre os vertebrados pulmonados que conseguem
mergulhar em grandes profundidades e por longos periodos, passando somente de 3 a 6%

do seu tempo na superficie (Berkson 1967, Lutz and Bentley 1985).

A duracdo e a profundidade do mergulho variam entre as espécies e sao reflexos do
tamanho e de atributos fisioldgicos dos individuos, assim como, da temperatura do

ambiente (Lutcavage and Lutz 1990, Lutcavage and Lutz1997).

Ao longo da evolucdo, esses animais sofreram diversas modificacbes para que
conseguissem explorar o meio aquético. Entre as principais adaptacbes morfoldgicas
estdo: membros modificados em nadadeiras longas e rigidas; reducdo do peso da
carapaca; pescoco encurtado; corpo em formato hidrodindmico, que apresenta pouca
resisténcia a agua; passagens nasais que se fecham durante o mergulho; capacidade de
conservar o calor corporal, nas tartarugas de couro, para permitir o forrageio em aguas

frias; e glandulas para a secrecao do sal (Lutcavage and Lutz 1997, Renous et al. 2008).

No entanto, as caracteristicas centrais que permitiram esses animais realizar
mergulhos estendidos e repetitivos envolvem: um eficiente sistema de transporte e troca
de gases, que permite 0 uso maximo das reservas de oxigénio; e uma extraordinaria

tolerancia a hipdxia (Lutcavage and Lutz 1997).



Essa alta taxa de fluxo é possivel pois as tartarugas possuem vias aéreas grandes e
reforcadas, e os pulmdes sdo extensivamente subdivididos, 0 que aumenta as trocas
gasosas entre eles e a corrente sanguinea. Além disso, possuem a habilidade de retirar o
oxigénio dos pulmdes até quando as reservas estdo em niveis quase indetectaveis, sem

precisar aumentar a frequéncia cardiaca (Lutz and Bentley 1985).

Ao contrario dos mamiferos marinhos mergulhadores, que armazenam oxigénio no
sangue e nos tecidos, a maioria das tartarugas marinhas utilizam o pulméo como primeira
reserva desse gas, com exce¢do da tartaruga de couro, cujas reservas sdo maiores no
sangue e nos tecidos, apresentando assim elevadas concentracdes de hemoglobina e

mioglobina (Lutz and Bentley 1985, Lutcavage and Lutz 1997).

Por precisarem retornar a superficie para respirar, as tartarugas marinhas
desenvolveram um sistema para conseguir, em uma Unica respiracdo, esvaziar e encher
“completamente” 0s pulmdes. Necessitando de somente 2 a 3 segundos para expirar todo
0 CO2 acumulado durante o mergulho anterior e inspirar O2 suficiente para o proximo

mergulho (Lutz and Bentley 1985).

Durante os mergulhos rotineiros, as tartarugas irdo subir a superficie para respirar,
antes que suas reservas de O se esgotem. Desse modo, esses mergulhos sdo totalmente
aerobicos, pois 0s pulmdes possuem reservas de oxigénio suficientes para esse processo
e, apesar do volume de oxigénio diminuir continuamente, 0s consequentes aumentos de
diéxido de carbono sdo relativamente pequenos, 0 que sugere um sistema eficiente de

troca de ions (Lutcavage et al. 1989).

No entanto, quando os mergulhos sdo prolongados, ocorrem ajustes para estender
0 periodo de tempo das reservas de oxigénio, como: bradicardia (diminuicdo na

frequéncia cardiaca); depressdo metabdlica (diminuicdo da taxa metabolica); e isquemia



periférica, que fornece oxigénio e substratos aerobicos para o cérebro e coracao, enquanto

0s outros tecidos se tornam anaerobicos (Berkson 1966, Lutz and Bentley 1985).

Berkson (1966) observou que durante os 45 minutos iniciais de mergulho, a pressao
sanguinea € mantida e poucas quantidades de lactato sdo liberadas no sangue pelos
tecidos, sugerindo uma isquemia seletiva. Apos esse periodo, a pressdo sanguinea diminui
gradualmente e o lactato se acumula no sangue, os dep6sitos de oxigénio séo esgotados e
0s ajustes para economizar este gas sdo inuteis, o que leva uma mudanga para o sistema

anaerobico, para suprir as necessidades de energia.

As tartarugas possuem uma habilidade extraordinéria para sobreviver na falta de
oxigénio. Sendo que, a maior adaptacdo que permitiu esses animais a suportarem a anoxia
por algumas horas € a capacidade do cérebro de funcionar na auséncia de oxigénio,
através da manutencdo dos niveis de ATP e da homeostase idnica, reduzindo a demanda
metabdlica para um nivel atendido pela glicélise anaerébica (Lutz et al. 1980, Lutz and

Bentley 1985).

Contudo, sabe-se que durante o mergulho forcado, que ocorre principalmente por
emaranhamentos em redes de pesca, as tartarugas marinhas apresentam respostas
fisiologicas diferentes daquelas demonstradas em um mergulho normal (Stabenau et al.
1991, Lutcavage and Lutz 1997). Essas diferencas ocorrem principalmente em funcéo do
comportamento agressivo que esses animais apresentam na tentativa de se libertarem das
redes, acelerando o metabolismo e consumindo rapidamente as reservas de oxigénio,

resultando em um baixo tempo de tolerancia a anoxia (Lutcavage and Lutz 1997).

Além disso, a captura incidental também causa uma resposta neuroenddcrina que
resulta na elevacdo de glicocorticoides, catecolaminas e outros fatores sanguineos,

necessarios para restaurar a homeostase (Wingfield et al. 1998). Entre os glicocorticoides



esta a corticosterona, cuja liberagdo aciona ajustes fisiologicos e comportamentais para
eliminar ou reduzir o impacto dos potenciais estressores e promover a sobrevivéncia do
animal, enquanto restringe outros processos ndo essenciais (Jessop 2001, Jessop et al.
2002). Os ajustes fisioldgicos podem incluir a mobilizagdo de reservas energéticas e a
gliconeogénese, ja os comportamentais estdo ligados a comportamentos de luta e/ou fuga
(Wingfield et al. 1998). No entanto, o estresse continuo associado com os ferimentos
ocasionados durante o emaranhamento, podem comprometer a sobrevivéncia dos animais
apos a liberacdo (Snoddy et al. 2009).

Nesse contexto, diversas pesquisas vém sendo realizadas, em laboratorio e em
campo, para avaliar os impactos do mergulho forgado e dos diferentes artefatos de pesca

na fisiologia das tartarugas marinhas (Tabela 1).

Wood et al. (1984) observaram que um individuo adulto de Chelonia mydas
submetido a submerséo forgada por 15 minutos, apresentou uma diminuicdo de 90 para
45% das reservas de oxigénio, ja a concentracdo de lactato sanguineo aumentou em dez

VEZes.

Para a Caretta caretta, as concentracdes de oxigénio no sangue cairam a niveis
insignificantes dentro de 30 minutos, enquanto que as concentracdes de lactato sanguineo

duplicaram entre 30 e 90 minutos de imerséo forcada (Lutz and Bentley 1985).

Sasso and Epperly (2006) observaram que a mortalidade de tartarugas capturadas
em rede de arrasto, aumenta mais rapidamente no inverno do gque no verdo, pois as
temperaturas baixas podem resultar em uma tolerdncia reduzida ao mergulho

involuntério.



Tabela 1 Trabalhos realizados para verificar os efeitos fisioldgicos dos diferentes artefatos de pesca e do mergulho forgado em tartarugas marinhas

Coletas de amostras Andlises realizadas

Espécie

Método de captura / Experimento

Berkson (1966)

Berkson (1967)

Wood et al.
(1984)

Lutz and
Dunbar-Cooper
(1987)

Stabenau et al.

(1991)

Gregory et al.
(1996)

Hoopes et al.
(2000)

Harms et al.
(2003)

Stabenau and
Vietti (2003)

Periodo Numero
amostral
México- Agosto de 1959 a
Laboratério Dezembro de 17
1962
México- Agosto de 1959 a 29
Laboratdrio Abril de 1963
Costa Rica- ) 9
Laboratdrio
. Dezembro de
EstatF()leriJg;dos- 1978 a Agosto de 88
1982
Estados Unidos- ) 17
Florida
Junho a Agosto
de 1992; Janeiro a 107
Estados Unidos Marco de 1993
Maio a Novembro
de 1992 1
Estados Unidos-
Texas 1996-1997 58
Estados Unidos- .
Carolina do Sul e Junhoza(l)g)ullho de 16
Florida
Carolina do Norte Agosto de 2001 6
Estados Unidos- _ 36

Florida

Chelonia mydas
agassizii

Chelonia mydas
agassizii

Chelonia mydas

Caretta caretta

Lepidochelys kempii

Caretta caretta

Lepidochelys kempii

Caretta caretta

Caretta caretta

Arpéo;

Foram submetidas a submersdo forgada

Arpéo;
Foram submetidas ao mergulho forgado
em uma camara de pressdo

Submetidas a submerséao forgada

Rede de arrasto de camarédo

Foram criadas em laboratdrio e colocadas
em rede de arrasto de camarédo equipadas
com TEDs

Rede de arrasto de camaréo;

Coleta de sangue e outros dados antes,
durante e 2 horas apds o experimento

Sangue e outros dados coletados durante o
experimento

Coleta de sangue durante e apés o
experimento

Coleta de sangue ap6s a capturae 3,4 e 5
horas depois da primeira coleta

Coleta de sangue antes e ap6s a submersao

Coletas seriadas de sangue: Tempos: 0, 60,
180 e 360 minutos

Rede de emalhe

Rede de emalhe;

Apbs a captura, foram feitos 2 grupos:
Grupo 1- Mantido em tanques com agua
do mar
Grupo 2- Colocadas em gaiolas no mar

Rede de arrasto

Cerco flutuante

Tartarugas de 2 anos de idade foram
submersas em redes de arrasto de camardo
equipadas com TEDs

Tempos: 0, 30, 60, 180 e 360 minutos

Coletas seriadas de sangue para os dois
grupos;

Tempo: 1, 3, 6, 10, 24 e 48 horas

Coleta de sangue ap0s a captura e 30
minutos depois da primeira coleta

Coleta de sangue antes e ap6s, cada
mergulho (total de 3 mergulhos) e 180
minutos ap6s a Gltima submersao

Taxa cardiaca, volume respiratorio,
composicao do ar na traqueia, pressao do
sangue, acido lactico, O,, CO,e pH

Frequéncia cardiaca, volume do pulméo,
nitrogénio no sangue

pH, pO,, pCO,, HCO;, acido lactico,
hematécrito

K*, CI-, Ca%, Mg, Lactato, Glicose, Ureia

Lactato, pH pO,, pCO,, HCO3, Na*", K* e CI

Corticosterona

Lactato, Norepinefrina, Epinefrina, Glicose,
Na*, K" e CI

Lactato, pH, pO,, pCO; e HCO;

pH, pO,, pCO,, Na*, K*, CI-, hematdcrito,
lactato, glicose, norepinefrina, e pressao
osmotica do plasma

Continua...



Snoddy et al. Estados Unidos-
(2009) Carolina do Norte
Snoddy and Estados Unidos-

Williard (2010)  Carolina do Norte

Williard et al. Sudoeste do Mar
(2015) Mediterraneo

. 14 Chelonia mydas 3
Maio a Outubro Coleta de sangue apds a captura e antes da
de 2007 Rede de emalhe It
€ 4 Lepidochelys kempii soltura
. 14 Chelonia mydas
b & DUy Rede de emalhe Coleta de sangue logo apds a captura
de 2007
4 Lepidochelys kempii
2009 10 Espinhel
Caretta caretta Coleta de sangue logo apds a captura
2008, 2010-2012 13 Rodeo

Na*, K*, CI', P, Ca®, LDH, A§T, CPK,
Proteina, Albumina, Globulina, Acido Urico,
Ureia, Glicose e Corticosterona

Lactato, Na*, K* e CI

Corticosterona, Glicose e Lactato

Abreviagoes: pO,= pressdo parcial de oxigénio; pCO,= pressao parcial de gas carbonico; HCOs= bicarbonato, K*=potéssio, Na*= sodio, Cl= cloro, Mg= magnésio, Ca*'= Célcio, P= fésforo, CO,= gés carbdnico, O,= oxigénio, LDH= lactato
desidrogenase, AST= aspartato aminotransferase, CPK= creatina fosfoquinase, Rodeo= técnica para capturar tartarugas que estdo descansando na superficie, se necessario um barco persegue a tartaruga e o mergulhador se joga na agua para

captura-la



Stabenau et al. (1991) relataram que a submersao forgada de Lepidochelys kempii
por menos de 7,5 minutos em redes de arrasto de camardo, equipadas com dispositivo de
escape de tartarugas (TEDs- Turtle Excluder Device) resultou em uma acidose sanguinea,
originada primeiramente por fontes ndo respiratorias. Esse desequilibrio entre acido-base
pode ser explicado pelo significativo aumento de lactato no sangue e diminui¢éo do pH.
As tartarugas também apresentaram um aumento de 10 vezes na frequéncia respiratdria

(de 1-2 respiragdes por minuto, para 11 respira¢es por minuto).

Da mesma forma, constatou-se um aumento no lactato, diminuicdo do pH e
taquicardia em individuos de Caretta caretta, submersos em rede de arrasto de camarédo
por até 30 minutos (Harms et al. 2003) e de Lepidochelys kempii capturados em rede de

emalhe (Hoopes et al. 2000).

Em contraste, Williard et al. (2015) analisaram o estado fisioldgico de tartarugas
cabecudas, apos a remocdo do espinhel e observaram niveis moderados de lactato e
glicose no sangue, o que pode ser explicado pelo livre acesso a superficie para respirar.
Todavia, foi verificada uma inducdo ao estresse sistémico, pelo aumento de
corticosterona no sangue, o que pode beneficiar as tartarugas em curto prazo, por
coordenar ajustes fisiolégicos e comportamentais para promover a sobrevivéncia.
Entretanto, algumas tartarugas foram liberadas com ferimentos graves, experimentando
assim, estresse continuo devido a dor ou a restricdo dos movimentos, elevando ainda mais
0s niveis de corticosterona e aumentando o risco de efeitos subletais ou morte.

Gregory et al. (1996) compararam os niveis de corticosterona, em juvenis e adultos
de Caretta caretta capturados em rede de arrasto de camarédo e em rede de emalhe, durante
0 verdo e inverno. Eles verificaram que a concentragdo mais alta de corticosterona foi no

verdo, em juvenis capturados em rede de arrasto.



Porém, para que estes autores possam afirmar que os resultados obtidos em seus
trabalhos estdo alterados e que diferem dos apresentados pelas tartarugas em condicoes

normais, precisa-se de valores de referéncia.

Hoje, é consenso que devem ser estabelecidos valores sanguineos de referéncia para
tartarugas marinhas saudaveis, em nivel populacional e por é&rea geogréfica,
considerando-se idade, sexo e variagOes sazonais (Aguirre and Balazs 2000, Whiting et
al. 2007, Prieto-Torres et al. 2013), para assim conseguir comparar com animais enfermos

ou afetados pelo estresse.

Pesquisas prévias sugerem que as variagdes bioquimicas do sangue de tartarugas
podem estar associadas com as areas geograficas, habitats e genética das populacGes
(Herbst and Jacobson 2003), maturidade e sexo dos individuos (Bolten and Bjorndal
1992, Hamann et al. 2006), condi¢des de migragédo, reproducéo e dieta (Stamper and

Harms 2005, Whiting et al. 2007).

Devido a uma grande variedade de razdes, dados de referéncia ainda néo estéo
disponiveis para a maioria das populacfes de tartarugas marinhas ao redor do mundo,
incluindo populacdes ameacadas de tartaruga verde (Chelonia mydas) (Hamann et al.

2006, Flint et al. 2010).

Atualmente os estudos com essa espécie estdo principalmente restritos a algumas
populacdes na Bahamas (Bolten and Bjorndal 1992), Taiwan (Fong et al. 2010), Estados
Unidos (Aguirre et al. 1995, Anderson et al. 2011), Emirados Arabes Unidos (Hasbn et
al. 1998), Venezuela (Montilla et al. 2008, Prieto-Torres et al. 2013), Uruguai (Ferrando

2010) e Australia (Flint et al. 2010, Whiting et al. 2007) (Tabela 2).



Tabela 2. Trabalhos que estabeleceram valores sanguineos de referéncia para populagdes de Chelonia mydas

Fonte Local NUmero amostral Classe etéria Periodo Método de captura
Bolten and Bjorndal (1992) Bahamas 100 Juvenil Abril de 1988 Mergulho livre
Hasbun et al. (1998) Emirados Arabes Unidos 62 Adulto, sub-adulto e juvenil - Rede de emalhe
Aguirre and Balazs (2000) Havai 90 Juvenil 1991 — 1995 Rede de emalhe e mergulho
Hamann et al. (2006) Austrélia 35 Adulto e sub-adulto Abril de 2002 Rodeo
Whiting et al. (2007) Austrélia 110 Juvenil - Rodeo e Rede de emalhe
Montilla et al. (2008) Venezuela 28 Adulto e sub-adulto Abril a Agosto de 2004 Rede de emalhe
Ferrando (2010) Uruguai 39 Juvenil Janeiro, Fevereiro e Marco de 2007 e 2010 Rede de emalhe
Flint et al. (2010) Australia 211 Adulto, sub-adulto e juvenil Junho e Julho de 2007 Rodeo
Fong et al. (2010) Taiwan 27 Adulto e sub-adulto Margo de 2007 a Novembro de 2008 Rede de emalhe
Labrada-Martagoén et al. (2010) México 43 Adulto, sub-adulto e juvenil 2005 — 2007 Rede de emalhe
Prieto-Torres et al. (2013) Venezuela 59 Adulto Julho a Setembro de 2010 Captura passiva e mergulho livre
Lewbart et al. (2014) Galédpagos 28 Adulto e sub-adulto Junho e Julho de 2003 Mergulho livre
Page-Karjian et al. (2014) Porto Rico 79 Sub-adulto e juvenil 2005 - 2007 Rede de emalhe
Santos et al. (2015) Brasil 95 Juvenil Junho de 2001 a Julho de 2004 Rede de emalhe, Tarrafa

Rodeo= técnica para capturar tartarugas que estdo descansando na superficie, se necessario um barco persegue a tartaruga e o mergulhador se joga na 4gua para captura-la



O Unico trabalho encontrado com Chelonia mydas no Brasil € de Santos et al. (2015)
que determinaram os padrdes sanguineos de uma populacdo de juvenis selvagens no

Espirito Santo, comparando animais saudaveis e com fibropapilomatose.

A tartaruga verde é uma espécie bem distribuida em &guas tropicais e
subtropicais, proximas aos continentes e ao redor de ilhas, sendo rara em &guas
temperadas (Marquez 1990). No Brasil, elas podem ser encontradas por toda a costa, mas
desovam principalmente nas ilhas oceanicas de Trindade (ES), Atol das Rocas (RN) e

Fernando de Noronha (PE).

Ubatuba (SP) é uma importante area de alimentacdo para as tartarugas dessa
espécie, por isso o0 Projeto Tamar possui uma base para monitoramento dos animais que
sdo capturados incidentalmente nas redes de emalhe e nos cercos flutuantes. Fazendo um
trabalho de conscientizacdo dos pescadores, da comunidade da regido e dos turistas que

visitam o projeto (Tamar 2015).
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RESUMO
A pesca é uma das principais ameacas enfrentadas pelas tartarugas marinhas, porém os
efeitos fisioldgicos causados durante a captura nos diferentes artefatos de pesca sdo pouco
estudados. O objetivo deste trabalho é estabelecer valores sanguineos de referéncia para
uma populacdo de Chelonia mydas juvenis e compard-los com animais capturados
incidentalmente pela pesca na mesma area, levando em conta a variagdo sazonal. Para
tanto, coletou-se sangue de 96 tartarugas saudaveis, durante o verao e o inverno, nos trés
métodos de captura (mergulho livre, cerco flutuante e rede de emalhe). As amostras de
sangue foram analisadas quanto as concentracGes de glicose, lactato, proteinas totais,
acido urico, albumina, lipidios totais, triglicerideos, colesterol VLDL, colesterol total e
corticosterona. Tartarugas capturadas no verao tiveram niveis mais elevados de glicose,
proteinas totais, acido Urico e albumina, e concentracdes mais baixas de lipidios totais,
em relacdo ao inverno. Apesar do cerco flutuante ser um mecanismo passivo de captura,
seis dos dez parametros avaliados foram significativamente diferentes dos valores basais
obtidos para espécie. A captura em redes de emalhe causou maiores perturbagfes que o
cerco flutuante e todos os parametros avaliados diferiram-se significativamente dos
valores obtidos para os animais capturados em mergulho livre (valores de referéncia).
Esses resultados indicam que a captura incidental causa distdrbios nos parametros
fisioldgicos, ao quais podem ser utilizados como importantes marcadores em programas
que visem auxiliar na reabilitacdo de tartarugas ap6s a captura. Além disso, os valores de
referéncia obtidos também podem ser utilizados para futuras comparagdes com

populacbes da mesma espécie e com individuos afetados pelo estresse ou doencas.

Palavras-chave: corticosterona, valores de referéncia, bioquimica sanguinea, cerco

flutuante, rede de emalhe
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INTRODUCAO

As tartarugas marinhas enfrentam diversas ameacas ao longo do seu ciclo de vida,
no entanto, a captura incidental em artefatos de pesca é o principal fator de declinio das

populagdes ao redor do mundo (National Research Council 1990, Wallace et al. 2010).

A pesca é um problema de crescente preocupacdo, pois apesar das tartarugas, na
maioria das vezes, serem liberadas vivas, o destino final delas é desconhecido (Gearhart
2001). Sendo que, perturbacdes graves nas funcdes fisioldgicas normais e lesGes sofridas
durante o entrelagcamento nas redes de pesca podem levar a uma mortalidade néo
documentada ap6s a soltura (Harms et al. 2003, Stabenau and Vietti 2003, Snoddy et al.

2009).

Snoddy and Williard (2010) avaliaram por telemetria 0s movimentos de tartarugas
marinhas apos a liberacéo das redes de emalhe e verificaram que 7,1 a 28,6% dos animais
vieram a 6bito apos a soltura. Eles também observaram diferencgas nos ions do plasma
(K*, CI e Na") e nos niveis de lactato entre as tartarugas que tiverem uma mortalidade

confirmada e as que sobreviveram.

Sabe-se que durante a submersdo forcada as tartarugas marinhas apresentam
respostas fisioldgicas diferentes daquelas demonstradas em um mergulho normal
(Stabenau et al. 1991, Lutcavage and Lutz 1997). Essas diferengas ocorrem
principalmente em funcdo do comportamento agressivo que esses animais apresentam na
tentativa de se libertarem das redes, acelerando o metabolismo e consumindo rapidamente
as reservas de oxigénio, resultando em um baixo tempo de tolerancia a anoxia (Lutcavage

and Lutz 1997).

Os esforgos para escapar das redes e alcangar a superficie para respirar, também

resultam em disturbios metabodlicos. Tartarugas presas em rede de emalhe e rede de
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arrasto de camardo apresentaram acidose metabolica e respiratéria, com elevadas
concentragOes de lactato, PCO2 e PO, no sangue, mudancas nas concentra¢fes de ions
(Na*, K*, CI"), assim como diminui¢do do pH e aumento da frequéncia respiratoria

(Stabenau et al. 1991, Hoopes et al. 2000, Harms et al. 2003, Stabenau and Vietti 2003).

Em contraste, tartarugas cabecudas capturadas em espinhel e em cerco flutuante,
ndo apresentaram grandes perturbacdes nos niveis de lactato, glicose e pH no sangue, 0
que pode ser explicado pelo livre acesso a superficie, durante a permanéncia nesses
artefatos de pesca. Porém, as concentragdes encontradas ainda estdo acima dos valores de

referéncia estabelecidos para essa espécie (Harms et al. 2003, Williard et al. 2015).

Gregory et al. (1996) observaram que a captura em artefatos de pesca pode
desencadear uma resposta sisttmica ao estresse, resultando em elevados niveis de
corticosterona e glicose. Snoddy et al. (2009) verificaram que tartarugas verdes
capturadas em rede de emalhe apresentaram concentracfes de corticosterona muito acima
dos valores basais estabelecidos para a espécie. No entanto, tartarugas cabecudas presas

em espinhel tiveram niveis mais baixos desse hormonio (Williard et al. 2015).

Sabe-se que essas respostas fisiologicas podem persistir apés a liberacdo das redes,
dependendo da extensdo dos ferimentos ou do estresse vivenciado, afetando assim as
chances de sobrevivéncia desses animais. Stabenau and Vietti (2003) observaram que
apos a soltura, as tartarugas passaram longos periodos na superficie para se recuperar e
restaurar a homeostase para 0s niveis pré-submersdo. Contudo, dependendo de quanto
tempo a tartaruga ficou submersa e quantas vezes seguidas ela foi exposta a esta situagao,
esse periodo pode se estender por até 20 horas (Lutz and Dunbar-Cooper 1987). Além
disso, esse tempo na superficie pode deixar as tartarugas vulneraveis a outras ameacgas,

como predadores e colisdes com embarcag6es (Snoddy et al. 2009).
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Desse modo, a avalia¢do bioquimica do sangue no momento em que a tartaruga
é capturada pode fornecer informaces valiosas sobre as condigdes fisioldgicas do animal
e qual o melhor tratamento apds a liberacdo das redes, assim como, ajudar na tomada de
decisdo para mitigar a mortalidade e as lesdes sofridas durante a captura. Porém, como
esses pardmetros avaliam mecanismos e vias metabdlicas em situagfes fisiologicas

especificas e de curto prazo é importante considerar as variacdes sazonais.

Devido a escassez de trabalhos sobre a influéncia da sazonalidade nos efeitos
fisiol6gicos durante a captura em diferentes artefatos de pesca, assim como valores de
referéncia para esta espécie no Brasil. O presente estudo tem como objetivo estabelecer
valores sanguineos de referéncia para uma populacdo de juvenis de Chelonia mydas,
verificando a variagdo sazonal desses parametros. Assim como, avaliar os efeitos
fisiologicos da captura incidental em redes de emalhe e cerco flutuante e comparar 0s

resultados com individuos capturados por mergulho livre.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e periodo

Ubatuba (23°26’S e 45°05°W) esta localizada no litoral norte do estado de Séo
Paulo, Brasil. Sua costa possui 100 km de extensdo e alterna entre praias e costdes
rochosos. Comunidades tradicionais, que possuem a pesca artesanal como segunda fonte

de renda, ocupam muitas praias da regiao.

Ubatuba também é uma importante &rea de alimentagéo de tartarugas verdes juvenis
no Brasil e devido a sobreposicdo desse habitat com a pesca artesanal, muitas capturas

incidentais ocorrem nessa area (Gallo et al. 2006).
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Esse estudo foi realizado de Janeiro a Marc¢o (veréo) e de Julho a Setembro de 2015

(inverno).

Métodos de captura
As tartarugas foram capturadas usando trés diferentes técnicas:

Cerco flutuante: é uma armadinha feita de redes ancoradas no fundo do mar, que se

estendem pela coluna de &gua. Ndao é um método seletivo de espécies e 0s peixes
capturados permanecem vivos e nadando no circulo formado pelas redes. Do mesmo
modo, as tartarugas capturadas por esse método geralmente ndo se emaranham nas redes
e podem subir a superficie para respirar, permanecendo vivas até os pescadores checarem
as redes, 0 que ocorre de uma a trés vezes por dia. Desse modo, o tempo maximo de

permanéncia de uma tartaruga no cerco flutuante foi de 12 horas.

Rede de emalhe: é geralmente colocada em &guas com 2 a 15 metros de

profundidade por um a trés pescadores usando uma canoa. Elas podem ser colocadas na
superficie ou no fundo do mar. As redes possuem um comprimento de 50 a 100 metros,
altura de 1,5 a 3 metros e malha de 10 a 14 centimetros. As redes de emalhe permanecem
no maximo 7 horas mar, até a chegada dos pescadores. Apesar do tempo prolongado,
nenhuma tartaruga morreu nesse metodo de captura e o tempo que cada uma permaneceu

nas redes é inestimado.

Mergulho livre: as tartarugas foram capturadas em aguas rasas por mergulhadores

usando snorkel, mascaras e nadadeiras. Assim que uma tartaruga era avistada, ela era
perseguida e capturada e entdo carregada para a beira da praia para a coleta de dados. Os
resultados obtidos nesse método foram utilizados para estabelecer valores de referéncia
dos pardmetros bioquimicos e corticosterona, e como controle para a comparacgao entre

os demais métodos.
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O estresse da captura e manuseio podem influenciar os valores obtidos, por isso
todas as tartarugas foram manuseadas da mesma forma e as amostras de sangue foram

obtidas em aproximadamente 5 minutos apos a captura.

Coletas de amostras

Foram tomadas medidas do comprimento curvilineo da carapaca (CCC) e largura
curvilinea da carapaca (LCC) de cada tartaruga, com uma fita métrica plastica com
precisdo de £ 0,1 cm, de acordo com Bolten (1999). Uma balanca de mola (dinamdmetro)

com precisdo de 0,1 kg foi utilizada para pesar 0s animais.

Somente juvenis (CCC < 65 cm) foram incluidos nesse estudo. Como o sexo dos
animais juvenis ndo pode ser determinado através de um exame externo (Bolten and
Bjorndal 1992) e ndo foi utilizado laparoscopia, esse parametro ndo foi incluido nas

analises.

Para identificar os individuos, as tartarugas foram duplamente anilhadas (uma
anilha foi aplicada em cada nadadeira frontal), com anilhas metalicas (National Band and
Tag Company, USA, style 681), de acordo com Limpus (1992), antes da liberacdo do
animal. O estado de saude foi determinado através de avaliacdo visual (Bjorndal et al.
2000). Tartarugas em 6timas condicdes fisicas, sem lesdes e/ou ferimentos externos e sem
evidéncia de emagrecimento ou doenca (fibropapilomatose) foram classificadas como
saudaveis. Tartarugas em mas condi¢fes e/ou com anormalidades clinicas foram

classificadas como doentes e ndo foram utilizadas nesse estudo.

A temperatura da superficie do mar nos dias e locais das coletas dos animais foi

obtida através do site da NOAA (http://www.noaa.gov/).
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Coleta de sangue e preparacéo das amostras

Amostras de sangue (2 mL) foram coletadas do seio cervical dorsal (Owens and
Ruiz 1980), com uma agulha 21G esterilizada e transferidas para um tubo com heparina
(BD, Vacutainer®). As amostras foram mantidas em uma caixa de isopor com gelo até o
processamento. O plasma foi separado por centrifugacdo a 5000 rpm por 5 minutos e

posteriormente congelado e armazenado a -20 °C até o momento das analises.

Bioquimica do plasma

Os parametros bioquimicos foram analisados em duplicata, através de
espectrofotometria e Kits comerciais (Labtest®), de acordo com as instruces do
fabricante. Os seguintes kits foram utilizados: proteinas totais (Ref.: 99-250), glicose
(Ref.: 133-1/500), lactato (Ref.: 138-1/50), triglicerideos (Ref.: 87-2/100), colesterol total

(Ref.: 76-2/100), &cido urico (Ref.: 140-1/250) e albumina (Ref.: 19).

O colesterol VLDL foi calculado a partir dos resultados dos triglicerideos, pela
férmula: Triglicerideos / 5 = colesterol VLDL. A concentracdo de lipidios totais foi
determinada em um espectrofotdmetro a 510 nm, usando o método da sulfofosfovanilina,

de acordo com Frings and Dunn (1970).

Corticosterona

As concentracfes plasmaticas de corticosterona foram determinadas utilizando o
kit Corticosterone ELISA (ENZO Life Sciences®) de acordo com as instru¢es do
fabricante (ADI-900-097). As amostras foram primeiramente diluidas em 10 pL de
reagente de deslocamento de esterdide (1:100 vezes em &gua deionizada) para cada 10uL
de plasma. Apo6s, as amostras foram diluidas 40 vezes em um tampdo de ensaio fornecido

pelo fabricante. A curva padrdo foi preparada em uma solucéo tampao com concentracoes
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conhecidas de corticosterona (160, 800, 4000, 20000 e 100.000 pg/mL). Todas as
amostras foram analisadas em uma Unica placa e o coeficiente de variag&o intra ensaio
foi de 1,37%. A absorbancia foi lida em 405 nm, utilizando um leitor de ELISA. A curva
padrdo gerada no ensaio foi utilizada para calcular a concentragdo de corticosterona nas

amostras, por interpolagéo.

Analise estatistica

Foram calculadas as médias, os desvios padrGes da média, 0s erros padrdes e 0s
intervalos de referéncia para cada pardmetro. Para determinar a normalidade e
homogeneidade dos dados utilizou-se o teste Kolmogorov-Smirnov e Levene,
respectivamente. A comparacdo entre os métodos de captura (cerco flutuante, rede de
emalhe e mergulho livre) foi avaliada por Kruskal-Wallis (dados que ndo apresentaram
distribuicdo normal; com teste complementar de Dunn) ou Analise de variancia de uma
via- ANOVA (dados com distribuicdo normal; com teste complementar de Bonferroni

quando p > 0,05 ou Games-Howell quando p < 0,05).

Para analisar se os valores dos parametros sanguineos diferiram-se entre as estacdes
(verdo e inverno), utilizou-se o teste t de Student ou Mann-Whitney. A relagdo dos
parametros sanguineos com o tamanho corporal (CCC) e a temperatura da &gua foi

avaliada usando correlacao de Pearson.

As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05. Para o tratamento
estatistico foi utilizado o software Statistical Package for Social Science (SPSS), versédo

19.0 para Windows.
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RESULTADOS
Um total de 96 tartarugas foram capturadas durante o verdo e o inverno de 2015,
nos trés diferentes métodos de captura (verdo: 2 animais em rede de emalhe, 19 animais
em cerco flutuante e 12 animais em mergulho livre; inverno: 34 animais em rede de
emalhe, 10 animais em cerco flutuante e 19 animais em mergulho livre) e todas foram

consideradas saudaveis e sem fibropapilomatose.

As tartarugas capturadas ao longo do estudo eram juvenis e a média do CCC e do
LCCfoide43,6 +8,87cm(31,5-68cm) e 39,5+ 7,4cm (28,563 cm), respectivamente.
J4 0 peso teve uma média de 10,9 + 7,5 kg (3,5 — 34 kg). Ndo houve diferencas
significativas entre o tamanho das tartarugas e os diferentes métodos de captura (CCC:
p= 0,070; LCC: p= 0,086; Peso p= 0,092) e nem entre as estacGes avaliadas (CCC: p=

0,165; LCC: p=0,123; Peso p=0,160).

Observou-se uma correlacdo significativa (p < 0,05) entre o tamanho corporal
(CCC) e os valores de proteinas totais (r=0,576), glicose (r= 0,230), albumina (r= 0,524),

lipidios totais (r= - 0,336), triglicerideos (r=0,334) e colesterol VLDL (r= 0,334).

A temperatura da 4gua nos locais de coletas dos animais teve uma média de 28,3°C
no verdo e 21,6°C no inverno. Encontrou-se uma correlacéo significativa (p < 0,05) entre
atemperatura da dgua e as concentracGes de proteinas totais (r=0,681), glicose (r=0,380),
albumina (r= 0,741), &cido urico (r= 0,210), lipidios totais (r= - 0,680), triglicerideos (r=

0,222) e colesterol VLDL (r=0,222).

Valores de referéncia

Considerou-se como valores sanguineos de referéncia os resultados obtidos em

tartarugas capturadas no mergulho livre, durante o verao e o inverno e, estes se encontram
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na Tabela 1. Assim como, os valores j& estabelecidos para outras populagdes de tartarugas

verdes juvenis ao redor do mundo.

Tartarugas capturadas no verdo apresentaram um aumento de 40,2 % nos niveis de
glicose (p=0,002), 56,30% nos niveis de proteinas totais (p= 0,002), 39,1% nos niveis de
acido urico (p=0,05) e 43,54% nos niveis de albumina (p=0,002) com relacéo aos valores
encontrados para o inverno. Ja as concentracbes de lipidios totais apresentaram um
comportamento inverso, com valores 60,75% mais baixos nos meses de verdo em relagéo

aos de inverno (p= 0,002).

Os niveis de lactato (p= 0,976), triglicerideos (p= 0,059), colesterol VLDL (p=
0,060), colesterol total (p= 0,610) e corticosterona (p= 0,628) ndo apresentaram

diferengas significativas entre as duas esta¢des do ano estudadas.

Diferencas entre os métodos de captura

Ao comparar os valores para os diferentes métodos de captura (Fig.1 e Fig.2), pode-
se observar que os niveis de glicose, lactato e corticosterona apresentaram diferencas
significativas entre todos 0s métodos de captura (p < 0,05), nas duas estacdes avaliadas.
Sendo que no verdo, os niveis de glicose foram 101,4% e 69,44% mais elevados em
tartarugas capturadas em rede de emalhe e cerco flutuante, respectivamente, em
comparagdo com as capturadas por mergulho livre. Ja os niveis de lactato tiveram um
aumento de 126,8% (cerco) e 250% (rede) em relacdo ao mergulho livre. A concentracdo
de corticosterona em tartarugas capturadas por mergulho livre foi dez vezes menor que
as tartarugas capturadas em rede de emalhe e 5 vezes menor que as capturadas em cerco

flutuante.

Os niveis de triglicerideos e colesterol VLDL ndo apresentaram diferengas

significativas entre o mergulho livre e o cerco flutuante (triglicerideos: p= 0,058;
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colesterol VLDL: p= 0,059), ja os valores encontrados para a rede de emalhe foram
significativamente diferentes dos demais métodos (p < 0,05). Onde os individuos
capturados por rede apresentaram valores 21% menores no verdo e 29% menores no

inverno, que os animais capturados em cerco e mergulho.

Tartarugas capturadas por mergulho livre apresentaram niveis mais baixos de
proteinas totais, &cido urico e colesterol total, sendo estes 54,04%, 103,46% e 147,12%
respectivamente, menores que 0s encontrados por individuos capturados em rede de
emalhe (p < 0,05). As tartarugas capturadas em cerco flutuante ndo apresentaram
diferencas significativas nos valores de proteinas totais entre os demais métodos, no
inverno (p= 0,787). Porém, no verdo os valores foram 54,23% maiores que as tartarugas
capturadas por mergulho livre (p = 0,001). Ja os valores de acido Urico tiveram o padrao
inverso, ndo diferindo entre os demais métodos, no verdo (p= 0,263) e apresentando niveis

43,9% maiores que os animais capturados por mergulho livre no inverno (p = 0,002).

Os niveis de albumina ndo diferiram entre os métodos de captura durante o verdo
(p= 0,125), porém, no inverno as tartarugas capturadas em mergulho livre apresentaram
niveis 30,5% maiores que as capturadas por rede de emalhe (p < 0,05). Ja os individuos
capturados por cerco flutuante ndo apresentaram diferencas entre os outros dois métodos
(p=0,071). As concentracgdes de lipidios totais ndo tiveram diferencas significativas entre

os métodos (p=0,877).

Apesar do nimero amostral muito baixo para tartarugas capturadas em rede de
emalhe durante o verdo (n=2), os valores encontrados para estes animais estdo dentro do
padrdo encontrado para tartarugas capturadas pelos outros métodos, nas diferentes
estacOes. E por isso, eles estdo representados nos gréficos e foram incluidos na analise

estatistica.
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DISCUSSAO

Diversos trabalhos avaliaram a bioquimica sanguinea das tartarugas marinhas ao
redor do mundo, sendo consenso entre 0s autores que devem ser estabelecidos valores
sanguineos de referéncia para as tartarugas marinhas saudaveis, em nivel populacional e
por area geografica. Considerando-se idade, sexo, variagdes sazonais, condi¢bes de
migracédo, reproducdo e dieta (Aguirre and Balazs 2000, Stamper and Harms 2005,
Whiting et al. 2007, Prieto-Torres et al. 2013), para assim conseguir comparar com
animais enfermos ou afetados pelo estresse. Este estudo é o primeiro a estabelecer valores
sanguineos de referéncia para uma populacdo de tartarugas verdes juvenis na costa

sudeste do Brasil e verificar a influéncia da sazonalidade sobre estes.

De modo geral, a concentragdo da maioria dos parametros analisados neste
trabalho foram similares aos encontrados para juvenis da mesma espécie em outros
lugares do mundo (Tabela 1). No entanto, a concentragdo média de proteinas totais
(inverno) e de colesterol total estdo abaixo dos valores j& estabelecidos. Sendo que, o
menor valor relatado para proteinas totais foi para uma populacéo de juvenis no Uruguai
e de colesterol total para o Havai. Porém, os resultados encontrados no Uruguai e Havai
estdo entre o intervalo de valores quantificados para os dois metabolitos nesse estudo. De
maneira oposta, as concentracdes médias de albumina (verao) e triglicerideos estdo acima
dos valores ja estabelecidos por outros autores, mas também se encontram dentro da faixa

limite de valores observados.

Os niveis mais elevados de corticosterona, verificados nesse estudo (Tabela 1),
podem estar relacionados a diferengas nas metodologias utilizadas, que podem gerar
resultados distintos. No presente trabalho avaliou-se as concentragdes de corticosterona

através de enzimaimunoensaio, enquanto que Aguirre et al. (1995) e Jessop and Hamann

28



305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

(2005) utilizaram radioimunoensaio. Devido ao enzimaimunoensaio ser mais sensivel,

isso pode sugerir um maior nivel de estresse na populagéo estudada.

A sazonalidade ndo teve influéncia nas concentracdes de corticosterona,
confirmando a hipdtese de que esse horménio ndo é primordial durante 0s processos
diérios e sazonais, onde suas concentra¢Bes basais podem regular o comportamento e a

fisiologia do animal, sem induzir uma resposta de emergéncia (Landys et al. 2006).

Sabe-se que a migracdo, o processo reprodutivo e as enfermidades provocam
mudancas nos niveis de corticosterona em tartarugas marinhas (Aguirre et al. 1995,
Jessop 2001, Hamann et al. 2002, Jessop et al. 2002), fazendo com que estes, muitas
vezes, fiqguem acima dos valores basais. Todavia, a populacdo avaliada neste estudo é
composta por individuos juvenis, residentes e saudaveis, o que pode ser outro fator pelo

qual os niveis de corticosterona ndo apresentaram influéncias sazonais.

Tartarugas capturadas durante o verdo apresentaram niveis de glicose maiores
do que no inverno. A elevacdo desses niveis pode ser atribuido ao aumento de
glicocorticoides (estresse) durante a captura (Gregory and Schmid 2001), porém, a
concentracdo de corticosterona permaneceu inalterada durante as estacOes avaliadas,

indicando que este hormonio néo teve influéncia nesses valores.

Contudo, o aumento nos niveis de glicose, juntamente com o &cido Urico podem
estar associados a um maior consumo de carboidratos e proteinas, respectivamente,
durante esse periodo (Labrada-Martagon et al. 2010). Tartarugas verde sdo consideradas
forrageadoras e é esperado que elas tenham uma dieta predominantemente herbivora
(Mortimer 1982). No entanto, sua alimentacdo pode variar conforme a disponibilidade
de alimentos no seu ambiente, podendo se alimentar de moluscos, crustaceos e outros

animais, quando a grama marinha e as algas estdo escassas (Garnett et al. 1985).
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Sabe-se que o acido Urico pode ser um indicador do aumento do
catabolismo/digestdo de proteinas em répteis (Maixner et al. 1987), assim, os resultados
do presente estudo (aumento dos niveis de proteinas totais e alboumina no verdo), podem
estar associados a uma dieta omnivora e um ambiente com bastante disponibilidade e
variedade de alimentos. Labrada-Martagon et al. (2010) relataram o mesmo padrao
sazonal de proteinas totais e glicose em tartarugas verdes juvenis no México e concluiram
que durante o verdo os individuos apresentavam melhores condi¢es nutricionais, devido

a maior quantidade e/ou melhor qualidade de alimentos disponiveis.

A diminuicdo dos niveis de proteinas totais, albumina e glicose no inverno pode
estar relacionada com a diminuicdo da taxa metabdlica, disponibilidade de alimentos e/ou
temperatura da agua (Moon et al. 1999). Tartarugas verdes submetidas a baixas
temperaturas (simulando condi¢des de inverno), apresentaram valores mais baixos de
proteina total, o que foi justificado pelo menor consumo de alimento nestas condigdes,
onde a taxa metabolica encontra-se diminuida (Southwood et al. 2003a). Semelhante a
esse resultado, Osborne et al. (2010) encontraram uma relacdo entre a temperatura da
agua e a concentracdo plasmaética de proteinas, sendo que nos meses mais frios a
concentragdo foi menor. Do mesmo modo, encontrou-se uma correlagdo positiva entre a
temperatura da dgua e os niveis de glicose, proteinas totais, acido Urico e albumina, e uma

correlacdo negativa com os niveis de lipidios totais.

Bonnet (1979) observou que tartarugas verdes juvenis que ficaram 5 dias sem se
alimentar, apresentaram niveis reduzidos de glicose e proteinas e niveis elevados de
lipidios, padrdo semelhante ao encontrado neste estudo, no inverno. Portanto, a
temperatura da &gua pode estar influenciando as concentragGes desses metabolitos,

juntamente com a diminui¢do do metabolismo e a disponibilidade de alimentos.
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Nas tartarugas marinhas, os lipidios sdo armazenados nas camadas subcutaneas
e como gordura visceral (Derickson 1976, Kwan 1994). Os quais fornecem um estoque
de energia que pode ser mobilizado para a manutencdo dos processos metabolicos,
durante épocas de baixa oferta de alimento e /ou reproducdo, particularmente durante a
sintese de horménios sexuais, gametogénese, vitelogénese (Derickson 1976, Kwan 1994,
Hamann et al. 2002, Hamann et al. 2003). O aumento nas concentracdes de lipidios totais
circulantes, observado no inverno, pode estar associado a perdas de energia, devido auma
reducdo na oferta de alimentos e/ou na atividade de forrageamento (Koch et al. 2007),
fazendo com que ocorra uma mudanca no substrato metaboélico e induza o catabolismo
das reservas energéticas. A diminuicdo dos valores de proteinas totais, albumina e glicose
aliados a uma possivel diminuicdo da taxa metabdlica, ja verificada por outros autores

(Southwood et al. 2003a) corroboram esta hipotese.

Observagdes em campo e estudos com monitoramento remoto indicam que as
tartarugas verdes juvenis permanecem ativas durante os meses de inverno, no entanto
diferencas significativas nos padroes de mergulho podem ocorrer (Mendonca 1983,
Southwood et al. 2003b). Na Flérida, por exemplo, tartarugas verdes juvenis aumentam
seus movimentos diérios, se alimentam em aguas mais profundas e passam menos tempo
forrageando durante os meses mais frios (18 °C) (Mendonca 1983). Em contraste, na
Australia, juvenis de Chelonia mydas passam um tempo significativamente maior em
aguas rasas e apresentam mergulhos mais longos durante o inverno (21,3°C) (Southwood

et al. 2003b).

Durante a captura dos individuos para o presente estudo, observou-se que as
tartarugas permanecem ativas nos meses mais frios (21,6°C), porém ndo foi feito um
acompanhamento do comportamento desses animais durante o periodo de coletas. No

entanto, os niveis baixos e a ndo variacdo do lactato durante as estagGes, sugerem que
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esses animais ndo estejam utilizando a via anaerdbica para a produgdo de ATP, durante
suas atividades diarias, ja que mergulhos longos estdo associados com aumentos
significativos do lactato plasmatico (Lutcavage et al. 1989). Pode-se dizer que os valores

basais desse metabolito ndo sofrem alteragdes sazonais nessa populagéo.

Ao comparar os resultados obtidos nos diferentes metodos de captura (Fig.1 e
Fig.2), pode-se observar que as tartarugas capturadas em redes de emalhe apresentaram
niveis de lactato 4 vezes maiores (verdo: 12,33 mmol/L, inverno: 9,58 mmol/L), que 0s
valores basais obtidos por mergulho livre. Enquanto que as tartarugas capturadas no cerco
flutuante apresentaram concentracdes 2 vezes maiores desse metabdlito (verdo: 7,99
mmol/L, inverno: 4,83 mmol/L).

Estes aumentos também foram verificados por Harms et al. (2003) que avaliaram
os efeitos da rede de arrasto e do cerco flutuante em tartarugas cabecudas e relataram
valores de lactato apds a captura de 1,3 mmol/L para o cerco e 15,8 mmol/L para a rede
de arrasto. Tartarugas verdes capturadas em rede de emalhe também apresentaram valores
elevados de lactato (30,6 mmol/L) (Snoddy et al. 2009), assim como tartarugas cabecudas
capturadas em espinhel (7,2 mmol/L) (Williard et al. 2015).

Essas diferencas entre os métodos podem ser explicadas pelo fato de que durante a
captura em rede de emalhe e de arrasto, as tartarugas ficam emaranhadas e normalmente
sofrem submerséao forcada. O que ndo acontece durante a captura pelo cerco flutuante e
espinhel, os quais possibilitam o livre acesso a superficie. No entanto, durante a captura
em cerco flutuante, as tartarugas fazem tentativas continuas e de intensidade variaveis
para tentar escapar das redes (Harms et al. 2003), e isso pode estar ocasionando as
elevacgdes de lactato no plasma, devido a ativacdo do metabolismo anaerdbico.

O aumento do lactato é indicativo de uma acidose metabolica originada pela

submersao forcada (hipdxia) e luta intensa, que resulta em uma mudanca da respiracéo
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aerdbica para anaerobica (Stabenau et al. 1991, Hoopes et al. 2000, Harms et al. 2003,
Stabenau and Vietti 2003, Snoddy et al. 2009). Durante a hipdxia, a producéo de energia
na auséncia de oxigénio é feita através da glicdlise anaerdbia, que utiliza a glicose como
substrato, elevando os niveis desse metabolito no sangue (Clark and Miller 1973). A
elevada taxa de glicose nessa situagdo mantém os niveis de ATP e homeostase idnica no
cérebro, reduzindo a demanda metabélica para um nivel atendido pela glicolise
anaerobica e aumentando o tempo de tolerdncia a hipoxia e/ou anoxia (Lutz and Bentley
1985, Lutcavage and Lutz 1997).

No presente estudo, os niveis de glicose tiveram 0 mesmo padrdo que os niveis de
lactato, onde as tartarugas capturadas em rede de emalhe e cerco flutuante apresentaram
valores mais elevados (verdo: rede: 231,04 mg/dL, cerco: 194,34 mg/dL; inverno: rede:
151,71 mg/dL, cerco: 111,05 mg/dL) do que os basais (verdo: 114,69 mg/dL, inverno:
68,58 mg/dL). Esses aumentos nos niveis de glicose parecem sugerir que a espécie esta
mobilizando os estoques de glicogénio para a obtencéo de ATP através do metabolismo
anaerdbico (Clark and Miller 1973). A hiperglicemia também foi relatada nos estudos
sobre 0 metabolismo anaerdbico em tartarugas de agua doce (Pseudemys scripta elegans)
por Clark and Miller (1973) e por Keiver et al. (1992) em Chrysemys picta submetidas ao
mergulho forgado a 22°C.

Sabe-se que niveis elevados de glicose também podem estar associados a indu¢do
de uma resposta sistémica ao estresse (Wingfield et al. 1998). Aguirre et al. (1995),
Gregory et al. (1996) e Snoddy et al. (2009) relataram niveis elevados de glicose e
corticosterona em tartarugas submetidas ao estresse do manuseio e captura. Como ja
mencionado, as tartarugas capturadas neste estudo (rede e cerco) apresentaram niveis
elevados de glicose, os quais foram similares ao padrdo obtido para a corticosterona

(Fig.2). Sendo que, os individuos capturados em rede de emalhe apresentaram os valores
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mais elevados de corticosterona (verdo: 36,8 ng/mL, inverno: 31,0 ng/mL) e 0s
capturados em cerco flutuante tiveram uma elevacdo moderada (verdo: 17,6 ng/mL,
inverno: 16,1 ng/mL), quando comparados com individuos capturados por mergulho livre
(verdo: 3,6 ng/mL, inverno: 3,0 ng/mL).

Em situacBes de estresse, 0s glicocorticdides, em conjunto com as catecolaminas
irdo provocar alteragbes metabdlicas visando mobilizar e fornecer energia para o
organismo, através da lipolise da protedlise e da gliconeogénese, dando subsidios para
que 0 corpo possa restabelecer a homeostase (Jacob and Oomen 1992, Wingfield et al.
1998). Assim sendo, os elevados niveis de proteinas totais e acido urico encontrados em
tartarugas capturadas em rede de emalhe e cerco flutuante podem estar associados com a
inducdo do catabolismo de proteinas pela corticosterona.

Esperava-se que os niveis de lipidios totais também estivessem elevados, no
entanto, as concentracGes de lipidios totais, triglicerideos e colesterol VLDL foram
menores ou iguais as encontradas para os valores de referéncia. A diminuicdo dos niveis
de triglicerideos, aliada a diminuicéo dos niveis de colesterol VLDL pode estar associada
a sua maior captacdo por outros tecidos, em especial os musculos esqueléticos, para
producdo de energia energia e/ou pela diminuigdo/auséncia da atividade alimentar sofrida
durante o periodo de captura. Innis et al. (2010) também relataram niveis reduzidos de
triglicerideos em tartarugas de couro capturadas por artefatos de pesca e acreditam que
essa diminuicdo esteja relacionada com o fato das tartarugas nao se alimentarem durante
0 emaranhamento. Em contrapartida, os niveis elevados de colesterol total podem estar
relacionados a sua mobilizagdo no plasma para a sintese de corticosterona (Téth et al.
1997).

Determinar a bioquimica sanguinea de populacbes selvagens é de extrema

importancia para que se possa delimitar os padrées de normalidade dos constituintes
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plasmaéticos e assim utilizad-los como auxilio no diagndstico de doencas, condicGes de
estresse e reabilitacdo. Para tanto, necessita-se de métodos de captura que ndo influenciem
as concentracdes dos metabolitos e horménios, para que ndo haja uma interpretacdo
errada desses resultados. Por isso, é importante a avaliacdo dos efeitos fisiologicos no
diferentes métodos de captura, para entender os padrGes metabdlicos apresentados em
cada um e verificar se eles estdo influenciando no metabolismo normal dos animais
(Hoopes et al. 2000).

No presente estudo, esperava-se que as diferencas nos parametros bioquimicos
entre as tartarugas capturados em cerco flutuante e mergulho livre fossem minimas. No
entanto, apesar do cerco flutuante ser um mecanismo passivo de captura, que permite o
livre acesso a superficie para respirar (Harms et al. 2003), seis dos dez pardmetros
avaliados foram significativamente diferentes dos valores obtidos para os animais
capturados em mergulho livre (valores de referéncia). A captura em redes de emalhe
causou maiores perturbacdes do que o cerco flutuante. Sendo que, todos os parametros
avaliados diferiram-se significativamente dos valores basais obtidos para espécie, na
mesma area de estudo e no mesmo periodo. O que indica que o cerco flutuante e a rede
de emalhe ndo sdo os métodos mais adequados de captura para o estabelecimento de
valores de referéncia, pois eles podem alterar o metabolismo normal do animal e assim
influenciar na concentracdo dos metabolitos avaliados.

Como ja visto, a sazonalidade também tem um papel importante no metabolismo
intermediério dos animais, sendo indispensavel sua avaliacdo durante o estabelecimento
de valores de referéncia para uma espécie.

Este € o primeiro estudo a avaliar os efeitos da captura incidental em rede de emalhe
e cerco flutuante e compara-los com os valores de referéncia estabelecidos para a espécie

na mesma area e no mesmo periodo, levando em conta a varia¢do sazonal. Os valores de
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referéncia encontrados podem ser utilizados para futuras comparagdes com populacoes
da mesma espécie e com individuos afetados por situacfes de estresse ou doencas. Ja 0s
resultados obtidos pela captura incidental em rede de emalhe e cerco flutuante podem ser
utilizados por projetos de conservagdo desses animais, em areas que ocorrem essas
capturas, para ajudar na tomada de decisdo quanto a soltura imediata ou reabilitacdo do

animal, e na mitigacdo da mortalidade e de injurias causadas por esses artefatos.
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Fig.1 Niveis plasméticos de glicose, lactato, proteinas totais, acido urico, albumina,
lipidios totais, triglicerideos, colesterol VLDL e colesterol total encontrados em juvenis
de Chelonia mydas, submetidos a trés diferentes métodos de captura, durante o verao e
o0 inverno. As barras representam a média + erro padrdo. Letras diferentes significam
diferengas estatisticas entre os métodos (p < 0,05), sendo letras minusculas utilizadas
para o verdo e letras maiusculas para o inverno. Asterisco (*) significa diferengas

estatisticas entre as estagdes (p < 0,05)

Fig.2 Niveis plasméticos de corticosterona em juvenis de tartarugas verdes, capturados

em trés diferentes métodos (mergulho livre, cerco flutuante e rede de emalhe), durante o

verdo e o inverno
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Tabela 1 Valores sanguineos de referéncia de Chelonia mydas juvenis em Ubatuba, Brasil, durante o verdo e o inverno e valores encontrados para a mesma espécie na literatura

Verao

Inverno

Valores de referéncia para outras

Parametro n  Média+ desvio Variagio n Média + Desvio Variagio populagdes de juvenis
padrdo (minimo-méaximo) padrdo (minimo-méaximo)
Glicose (mg/dL)* 12 11469+150 (86,91 — 141,20) 19 68,58 + 12,12 (48,04 — 87,25) 3‘13856;9331;;71221? g;
Lactato (mmol/L) 12 352%125 (1,87 - 5,62) 19 3,68 + 1,46 (1,70 - 6,73) 3,73
Proteinas totais (g/dL)* 12 531+ 2,29 @2.7-90) 19 2324081 (0.95_346)  339%37 3'9221;569; 50%5.1%
Acido drico (mg/dL)* 12 4,04+1,0 (2,47 - 6,16) 19 2,46 + 1,39 (0,71 - 6,91) 1,11; 1,289; 1,55 2,15"; 2,7"; 5,12
Albumina (g/dL)* 12 2,09+041 (1,42 - 2,6) 19 1,18 +0,61 (0,20-2,43) 1,0/ 1,26 1,5% 1,529; 1,75 1,83¢
Lipidios totais (mg/dL)* 12 197,95+4644 (109,22 - 257,11) 19 31821+14358 (138,23 - 573,38) -
Triglicerideos (mg/dL) 12 206,22+ 142,53 (99,21 — 503,44) 19 1996147255  (3750-30603) 0O 124'061;811‘,‘81g88h; 172,0%
Colesterol VLDL (mg/dL) 12  4124+2851 (19,84 100,69) 19 39,92 + 14,51 (7,50 - 61,21) -
Colesterol total (mg/dL) 12 82,64+3323 (49,80 — 140,81) 19 88,99 + 57,49 (15,0 - 223,0) 99,1%; 113,6/; 164,8" 217,0?
Corticosterona (ng/mL) 12 3,6 +2,37 1,4-77) 19 3,0+£2,25 (0,9-8,5) 0,7% 1,64

@Bolten and Bjorndal (1992) — Bahamas

b Aguirre et al. (1995) — Havai

¢ Aguirre and Balazs (2000) — Havai

d Jessop and Hamann (2005) - Australia

¢ Hamann et al (2006) — Australia
fWhiting et al. (2007) — Australia

9 Ferrando (2010) — Uruguai

h Labrada-Martagon et al. (2010) — México
"Lewbart et al. (2014) — Galapagos

I Santos et al (2015) — Brasil

Asterisco significa diferencas significativas entre verdo e inverno (p < 0,05)
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