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Atividade da colinesterase plasmatica como biomarcador de
impacto ambiental em tartarugas verdes (Chelonia mydas) no
litoral do Arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco!
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ABSTRACT.- Fonseca L.A,, Fagundes V., Girardi FEM., Maia N.L., Pimentel E.G., Braga F.R., Hiu-
ra E. & Santos M.R.D. 2015. [Plasma cholinesterase activity as environmental impact
biomarker for green turtles (Chelonia mydas) on the coast of Fernando de Noronha,
Pernambuco, Brazil.] Atividade da colinesterase plasmatica como biomarcador de impac-
to ambiental em tartarugas verdes (Chelonia mydas) no litoral do Arquipélago de Fernando
de Noronha, Pernambuco. Pesquisa Veterindria Brasileira 35(4):385-389. Departamento de
Veterindaria, Universidade Federal de Vigosa, Avenida P.H. Rolfs s/n, Campus Universitario,
Vigosa, MG 36570-000, Brazil. E-mail: leandroabreu@ufv.br

Biomarkers can be used in a predictive manner, permitting actions control to be taken before
they occur irreversible damage with severe environmental ecological consequences, however,
sentinel species are needed to evaluate these markers. Sea turtles affected by fibropapillomas
are considered sentinel species, signaling the marine environmental imbalance in their areas of
occurrence. With the objective to use the plasma cholinesterase activity in green turtles (Chelo-
nia mydas) as a biomarker, the measurement of enzyme activity was evaluated in healthy ani-
mals and in location of low pollution impact (Fernando de Noronha, Pernambuco, Brazil) to ser-
ve as a reference for comparison with animals trapped in places with higher pollution impact.
Were analyzed heparinized plasma samples from 35 captured animals. All samples analyzed
showed enzymatic activity of plasma cholinesterase. The values obtained ranged between 162-
379 IU/L, with mean and standard deviation of 216.4 + 51.4 [U/L. In studies of repeatability and
reproducibility were obtained variance coefficients of less than 5% in all analyzes, so the analyti-
cal methodology proved successful. The longevity of marine turtles of the species C. mydas, fee-
ding behavior, along with the fact possess detectable enzyme activity may indicate this species
as a bioindicator of exposure to pollutants that influence plasma cholinesterase activity.

INDEX TERMS: Biomarkers, green turtle, Chelonia mydas, cholinesterase.

RESUMO.- Biomarcadores podem ser usados de forma pre-
ditiva, permitindo que sejam tomadas a¢des de controle an-
tes que ocorram danos ambientais irreversiveis com conse-
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quéncias ecolodgicas severas, no entanto, espécies sentine-
las sdo necessarias para avaliagdo desses marcadores. As
tartarugas marinhas sdo consideradas espécies sentinelas
quando acometidas por fibropapilomas, sendo sinalizado-
ra do desequilibrio ambiental marinho nas suas areas de
ocorréncia. Com o objetivo de propor a determinagido da
atividade da colinesterase plasmatica em tartarugas verdes
(Chelonia mydas) como biomarcador, procedeu-se a deter-
minac¢do da atividade enzimdatica em animais saudaveis e
em localidade de baixo impacto antrépico (Arquipélago
de Fernando de Noronha, Pernambuco, Brasil) para servir
como referéncia para comparagdo com animais capturados
em locais de maior impacto antrépico. Ao todo foram ana-
lisadas amostras de plasma heparinizado de 35 animais
capturados. Todas as amostras analisadas apresentaram
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alguma atividade enzimatica de colinesterase plasmatica.
Os valores obtidos de colinesterase variaram de 162 a 379
UI/L, com média e desvio padrio de 216,4 + 51,4 UI/L. Nos
estudos de repetibilidade e reprodutibilidade obtiveram-se
coeficientes de variacdo menor que 5% em todas as anali-
ses, portanto a metodologia analitica utilizada se mostrou
confiavel. A longevidade das tartarugas marinhas da espé-
cie C. mydas, o comportamento alimentar, juntamente com
o fato de possuirem atividade enzimatica detectavel podem
indicar essa espécie como bioindicadora de exposicao a
poluentes que influenciam na atividade da colinesterase
plasmatica.

TERMOS DE INDEXACAO: Biomarcadores, tartaruga verde, Chelo-
nia mydas, colinesterase.

INTRODUCAO

Atualmente, o crescimento industrial e urbano tem gerado
impacto importante em alguns ecossistemas. Atividades in-
dustriais sdo responsaveis pela contaminagdo significativa
de agua, eliminando potenciais compostos sintéticos que
atingem os rios e oceanos contribuindo assim, para o acimu-
lo de uma infinidade de produtos quimicos em diversas con-
centragdes (Freire et al. 2008). Por esse motivo, animais de
ambientes marinhos costeiros tem sido alvo de severa agcdo
antropogeénica (Zwarg etal. 2014), com causas e efeitos ainda
obscuros, dificultando a identificacdo de espécies “sentine-
las” indicadoras de satide ambiental (Aguirre & Lutz 2004).

Alteracdes bioquimicas, celulares ou moleculares nas
células, fluidos corporeos, tecidos ou 6rgaos de um organis-
mo podem ser utilizados como biomarcadores em respos-
tas a exposicdo a alteragdes ambientais, comportamentais,
psicolégicas ou fisioldgicas (Lam & Gray 2003). Uma das
caracteristicas mais importantes dos biomarcadores é que
sua avaliagdo antecipa mudangas nos altos niveis de orga-
nizacdo bioldgica, isto é, populagdo, comunidade ou ecos-
sistema (Monserrat et al. 2007).

Desta forma, os biomarcadores podem ser usados de
forma preditiva, permitindo que sejam tomadas acbes de
controle antes que ocorram danos ambientais irreversiveis
com consequéncias ecoldgicas severas (Cajaraville et al.
2000). Os biomarcadores podem ser utilizados em estudos
de campo que objetivam caracterizar areas impactadas,
onde uma complexa mistura de poluentes estad normalmen-
te presente (Monserrat et al. 2007).

As tartarugas marinhas sdo consideradas espécies sen-
tinelas pois sdo acometidas pela fibropapilomatose, doenca
caracteristica de ambientes poluidos e que é tida como um
sinalizador do desequilibrio ambiental marinho nas suas
areas de ocorréncia (Aguirre & Lutz 2004). A inibicdo da
atividade da colinesterase tem sido usada como bioindi-
cador para detectar e quantificar os efeitos biologicos de
pesticidas organofosforados e carbamatos no ambiente
aquatico. Outros estudos afirmam que a colinesterase pode
ainda, ser inibida por metais pesados e surfactantes (Coito
et al. 2007). Este trabalho tem como objetivo determinar a
atividade da colinesterase plasmatica em tartarugas verdes
(Chelonia mydas) no litoral do Arquipélago de Fernando de
Noronha, Pernambuco, Brasil, para servir como referéncia
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para comparacdo com animais capturados em locais de
maior impacto antrépico.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado na Baia do Sueste, localizada no Arquipé-
lago de Fernando de Noronha, estado de Pernambuco (3°51°26"S
e 32°2533”0). A regido possui duas Unidades de Conservagio
Federais, uma Area de Protegio Ambiental (APA) e o Parque Na-
cional Marinho e é caracterizada como uma importante area de
alimentacdo e desova de Chelonia mydas (Babptistotte 2007). Pelo
fato dos animais estarem em mar aberto, a captura manual teve
perseguicdo continua, prolongada, sendo necessario um tempo
de mergulho e perseguicdo superiora 60 minutos, até a comple-
ta captura do individuo e seu transporte para a praia. As licencas
para coleta, transporte e manipulacdo do material biol6gico foram
concedidas pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodi-
versidade (SISBIO)/ICMBio - IBAMA, sob registro nimero 26080.
Foram registrados de cada animal, as medidas de comprimen-
to curvilineo da carapaga (CCC), largura curvilinea da carapaga
(LCC) e peso. Os que foram encontrados sem identificagio tive-
ram a colocagdo de marcas de monelinconel (National Band and
Tag Co., USA) nas nadadeiras dianteiras, conforme metodologia
padrao adotada pelo Projeto ICM-Bio/IBAMA (Marcovaldi & Mar-
covaldi 1999). O sexo dos animais nao foi determinado devido a
auséncia de dimorfismo sexual externo nessa fase do ciclo de vida.

A coleta de sangue periférico foi realizada por venopungio do
seio venoso cervical ou veia jugular, precedido de limpeza e an-
tissepsia adequadas com alcool iodado. O sangue foi transferido
imediatamente para um tubo contendo 5ml de heparina (Vacutai-
ner®), mantido entre 2 e 8°C até o inicio do processamento, nio
excedendo 48 horas até o inicio das dosagens.

Para medir a atividade da enzima colinesterase utilizou-se
o método de Ellman et al. (1961), modificado por Sturm et al.
(1999), que permite quantificar a atividade da enzima em amos-
tras de plasma. A determinacdo da atividade plasmatica da coli-
nesterase foi realizada por método enzimatico cinético. A reacdo
ocorre devido a agdo catalitica da colinesterase na hidrolizagio
da butiriltiocolina em tiocolina e butirato. Dessa forma, a tiocoli-
na reduz o hexacianoferrato III (que apresenta cor amarela), em
hexacianoferrato II (incolor). O decréscimo da absorbancia é me-
dido a405 nm e representa a intensidade da atividade enzimatica.
Para essa dosagem o teste apresenta limite minimo de detec¢do
de 50 U/L e areacdo é linear até 25000 U/L.

Para andlise estatistica da dosagem de colinesterase foi rea-
lizado previamente um estudo de repetibilidade e reprodutibi-
lidade das amostras coletadas. Para a realizacdo do teste de re-
petibilidade do método, procedeu-se a medicdo da atividade da
colinesterase plasmatica nas amostras de sangue de C. Mydas,
efetuando 10 réplicas sucessivas nas mesmas condi¢cdes de me-
digdo. Para a realizacdo do teste de reprodutibilidade do método
de dosagem da atividade enzimatica, procedeu-se a medi¢do nas
amostras mantidas a -20°C, variando a condi¢do tempo (dia de
medicdo/numero de dias a -20°C).

Para avaliar os testes de repetibilidade e reprodutibilidade,
determinou-se o erro padrao e o intervalo de confianga associa-
da ao método. Para o calculo do intervalo de confianga, utilizou-
-se um grau de confian¢a de 95%. Além disso, o coeficiente de
variagdo menor que 5% foi utilizado como um critério para ava-
liar a repetibilidade e a reprodutibilidade do método.

RESULTADOS

Todos os animais capturados eram juvenis conforme crité-
rios propostos por Hirth (1997), ou seja, comprimento cur-
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vilineo de carapac¢a (CCC) menor que 73,5cm. Os animais
apresentaram CCC variando de 28,4 a 56,3cm, com média e
desvio padrdo de 51,8+11,3cm (Fig.1).

Ao todo foram analisadas amostras de plasma hepa-
rinizado de 35 animais capturados. Todas as amostras
analisadas apresentaram alguma atividade enzimatica de
colinesterase plasmatica (Fig.2). Os valores obtidos de coli-
nesterase variaram de 162 a 379 UI/L, com média e desvio
padrdo de 216,4+51,4 UI/L.

Para o estudo de repetibilidade e reprodutibilidade, fo-
ram utilizadas amostras de trés dos individuos capturados,
escolhidos aleatoriamente. Os resultados encontrados no
estudo de repetibilidade estdo representados no Quadro
1, respectivamente, para as dez réplicas efetuadas de cada
individuo. Os resultados encontrados no estudo de repro-
dutibilidade estdo representados no Quadro 2, respectiva-
mente, para os quatro dias de avaliagao.

Nos estudos de repetibilidade e reprodutibilidade obti-
veram-se coeficientes de variagdo menor que 5% em todas
as andlises, portanto a metodologia analitica utilizada se
mostrou confidvel. A repetibilidade expressa a fidelidade
obtida nas mesmas condi¢des operacionais, aplicadas em
um curto intervalo de tempo pds coleta (inferior a 12 horas
pos coleta, sob refrigeragio). A reprodutibilidade designa a
fidelidade da analise num intervalo de tempo, geralmente
obtida em analises diarias. A principal fun¢do da reproduti-

e > 3N
Fig.1. Manejo dos animais apds a captura na Baia do Sueste, Fer-
nando de Noronha. (A) Identificacdo e coleta de dados do ani-
mal capturado, (B) Coleta de sangue em seio venoso cervical
para analise.
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Fig.2. Demonstracdo da atividade da colinesterase plasmatica em
tartaruga marinha da espécie Chelonia mydas (n=35) captu-
radas no Arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco,
Brasil.

Quadro 1. Resultado do estudo de repetibilidade da
atividade da colinesterase plasmatica em tartaruga
marinha (Chelonia mydas)

Estudo de reprodutibilidade

Ensaio Dosagem da atividade da colinesterase (UI/L)
Animal 1 Animal 2 Animal 3

1 329 167 182

2 328 165 182

3 328 167 181

4 329 167 182

5 329 167 182

6 329 166 181

7 329 168 180

8 328 167 181

9 328 167 182

10 329 166 182

Média 328,6 166,7 181,5

Desvio Padrio 0,5 0,8 0,7

Erro Padrio 0,15 0,25 0,22

Intervalo 328,24 -328,95 166,12-167,27 180,99 - 182,00

de Confianga

Coeficiente 0,15% 0,47% 0,37%

de Variagdo

Quadro 2. Resultado do estudo de reprodutibilidade da
atividade da colinesterase plasmatica em tartaruga
marinha (Chelonia mydas)

Estudo de reprodutibilidade

Ensaio Dosagem da atividade da colinesterase (UI/L)
Animal 1 Animal 2 Animal 3

Dia1l 329 167 182

Dia 2 325 167 181

Dia 3 325 164 180

Dia 4 321 162 178
Média 325,0 165,0 180,3
Desvio Padrio 2,8 2,1 1,5

Erro Padrio 1,4 1,05 0,75
Intervalo 320,54 -329,45 161,65-168,34 177,91-182,68

de Confiangca
Coeficiente
de Variagdo

0,87% 1,29% 0,82%

bilidade é confirmar se determinada metodologia pode ou
ndo ser executada em dias diferentes pos coleta, gerando
resultados confiaveis dentro dos critérios estabelecidos.
Assim, enquanto o termo repetibilidade se refere a precisao
do método, a reprodutibilidade se refere a precisdo na esta-
bilidade da atividade enzimatica.

DISCUSSAQ

Das tartarugas marinhas avaliadas nesse trabalho, obser-
vou-se que todas apresentaram alguma atividade da coli-
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nesterase plasmatica. Entretanto, existem poucos estudos
sobre contaminantes ambientais em répteis, se restringindo
a efeitos de metais pesados em queldnios (Aguirre 1994). A
maioria dos trabalhos relatando a atividade da colinesterase
tratam do assunto em espécies de peixes (Jesus et al. 2013).

Segundo Baatrup (1991) a presenga de chumbo no or-
ganismo de peixes causa aumento dos niveis de histamina,
serotonina, lipideos, colesterol e proteinas séricas; mas
causa a diminuicdo do GABA e da colinesterase plasmatica.
O chumbo pode ser incorporado através da inalagao de va-
pores ou ingestdo de sais de chumbo, principal via de expo-
sicdo dos animais. Apds absorvido, este metal é distribuido
pelos tecidos organicos e se deposita, principalmente, nos
enterécitos e nos ossos. Por competir diretamente com o
calcio, deficiéncias nutricionais podem aumentar a absor-
¢do deste contaminante. Em nivel celular, essa competicdo
pode levar a alteracdes de processos celulares dependen-
tes de cacio (como canais de calcio voltagem-dependentes),
a inativacdo de sistemas enzimaticos e a interferéncia na
transmissdo nervosa por colinesterses e dopamina, por
exemplo (Hueza et al. 2008).

Ainda, metais pesados e outros poluentes quimicos, pre-
judicam o sistema imune e provocam estresse em animais e
no homem. O efeito mediado por poluentes quimicos causa
mudancas morfofisiolégicas como a proliferagio celular (tu-
mor de pele, por exemplo, que tem sido documentado fre-
quentemente algumas espécies de tartarugas marinhas) e
maior predisposicdo a agentes infecciosos (Barbieri 2009).

A inibicdo da colinesterase plasmatica tem sido utiliza-
da como parametro indicativo de exposicdo a compostos
organofosforados e carbamatos, porém a sua relacdo com
metais pesados e organoclorados tem sido pouco estuda-
da (Jesus et al. 2013). Detergentes e hidrocarbonetos sdo
substancias que podem conter inibidores da colinesterase
plasmatica. No entanto, pouco se sabe sobre a relagio entre
as propriedades cinéticas da colinesterase de organismos
aquaticos e o efeito inibitério de poluentes com agio anti-
colinesterasica (Monserrat & Bianchini, 2001).

Existem duas formas de se utilizar a atividade plas-
matica da colinesterase como bioindicadora. A primeira,
¢é quantificar os individuos que apresentarem diminui¢cdo
da atividade enzimatica equivalente a duas vezes o desvio
padrdo da média obtida de todos os animais avaliados. A
segunda forma, é identificar os animais que apresentarem
diminuicdo da atividade equivalente a 20% da média obti-
da de todos os animais (Meyer et al. 2013).

Varios estudos avaliando a atividade da colinesterase
em outras espécies foram realizados, porém, nenhum uti-
lizando tartarugas marinhas. Lajmanovich et al. (2004)
observaram diminuigdo significativa da atividade enzima-
tica em sapos (Bufo paracnemis) capturados em uma area
rurais de agricultura quando comparados com outros cap-
turados em uma area controle. Sanchez-Hernandez (2004)
encontrou diminui¢do significativa da enzima em lagartos
(Gallotia galloti palmae) que ocupavam um local de agri-
cultura nas Ilhas Candrias. Meyer et al. (2013) realizaram o
primeiro estudo em tartarugas de d4gua doce (Emys marmo-
rata) e encontrou diminuicdo da atividade enzimatica em
animais influenciados por contaminacdo por pesticidas.

Pesq. Vet. Bras. 35(4):385-389, abril 2015

Segundo Gardner (2006), estudos realizados em areas
de alimentacdo ocupadas por juvenis de C. mydas em dife-
rentes regides do globo sugerem que determinadas popu-
lagdes sdo fiéis aos seus sitios de forrageamento até atin-
girem a fase adulta, quando migram para outras areas de
alimentacao onde a oferta de recursos alimentares é mais
adequada ao novo habito alimentar de herbivoria. Esse ha-
bito, juntamente ao fato de possuirem atividade detecta-
vel da colinesterase plasmatica, pode sugerir essa espécie
como importante bioindicadora de exposi¢do a metais pe-
sados que influenciam na atividade da colinesterase, prin-
cipalmente em ambientes de impacto industrial.

Ainda segundo Aguirre (1994), os efeitos dos metais pe-
sados no organismo de tartarugas-marinhas sdo desconhe-
cidos devido a escassez de pesquisas desses elementos em
répteis aquaticos. Torna-se, entdo, dificil de interpretar a
significancia dos valores encontrados em relagao aos niveis
de normalidade nesses animais.

A longevidade das tartarugas marinhas da espécie C.
mydas, o comportamento alimentar herbivoro, juntamente
com o fato de possuirem atividade detectavel da colineste-
rase plasmatica, podem indicar essa espécie como bioin-
dicadora de exposicdo a poluentes que influenciam nessa
atividade enzimatica, principalmente em ambientes sob
influéncia de atividades industriais. Para isso é necessa-
rio avaliar a atividade enzimatica sob diferentes condi¢des
e exposicodes, tanto in situ por comparac¢do entre locais
quanto, ex situ, através de bioensaios. A possibilidade de
se utilizar amostras sanguineas possibilita o desenvolvi-
mento de estudos pouco invasivos e que permitam essa
analise minimizando os 6bices éticos do uso de animais
em pesquisa.

Por fim, os resultados obtidos no presente estudo sao
pioneiros e importantes, uma vez que poderdo ser utiliza-
dos como referéncia para trabalhos futuros de trabalhos de
biomonitoramento dessa espécie.
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