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INTRODUGAO

A regido costeira é um ecossistema caracterizado pelas
intimeras interagoes bioldgicas, quimicas, fisicas, geolégicas
e meteoroldgicas, que ocasionam migracoes ou mu-
dancas sazonais nos organismos presentes nesse ambi-
ente (Jaramillo & McLachlan, 1993). O equilibrio dessa
populagdo pode ser diretamente afetado pelas atividades
antrépicas como a pesca predatodria, a poluicao termal e
quimica e principalmente a descarga de efluentes domésticos
e industriais. (Lercari & Defeo, 1999, Schmiegelow, 2004).
Os organismos bentbnicos sdo extremamente sensiveis a
qualidade de seu ambiente e qualquer alteragdo pode re-
sultar em modificacoes em seu metabolismo o que interfere
na sua composicdo e estrutura corporais. Os invertebrados
constituem 95% das espécies animais do ambiente e esta
abundéancia populacional os tornam importantes nos estu-
dos de impacto do ecossistema marinho.

A capacidade desses organismos em eliminar uma série de
poluentes, constitui uma ferramenta importante no estudo
do ambiente aquatico em constantes pressoes, principal-
mente, as resultantes do crescimento urbano. Pesquisas
que abordam essa problematica sao essenciais para a
manutengdo do equilibrio, haja vista ser a dgua essencial
para a vida assim como importante veiculo de eliminagao
de poluentes (Shnurstein & Braunbeck, 2001).

A poluicao da dgua por substancias quimicas como metais
pesados e pesticidas liberadas pelas industrias, pelo lixo ur-
bano e pelas atividades agricolas, estao entre os mais criticos
problemas para a conservagao do ecossistema aqudtico. A
toxidade dessas substancias pode ser monitorada por meio
das alteragdes morfolégicas em individuos utilizados como
indicadores, cujas alteragoes resultam das tentativas de
adaptacao e conservacao das suas fungoes fisioldgicas (Lau-
rent and Perry, 1991).

Outro aspecto a ser considerado sao os efeitos dessas
substancias quimicas sobre atividade de enzimas utilizadas
como marcadores, que estdo diretamente relacionadas as de-
fesas antioxidantes e alteragbes metabdlicas, entre outros.

Gu Jing et al., 2006), demonstraram a acumulagdo expres-
siva de cobre em glandula digestiva de Pinctada fucata e
os efeitos do metal sobre a atividade de enzimas envolvidas
com a defesa imune ( Fosfatase Acida AcP), com a defesa an-
tioxidante (Superdxido Dismutase SOD) e outras sensiveis
a metal (Fosfatase Alcalina ALP).

A Fosfatase Alcalina (ALP) é uma enzima ndo especifica,
presente em vérios érgaos, que desempenha uma série de
atividades no organismo, entre as quais, a defosforilagao
de compostos organicos, a formacdo dssea e o transporte
através da membrana.

Holothuria grisea (Holothuroidea Aspidochirotida) foi uti-
lizada, no presente trabalho como bioindicador da poluigao
ambiental, no que se refere & contaminagao do ambiente por
metais pesados.

A manutengdo do equilibrio nos sistemas naturais passa
pelas atividades de monitoramento que sdo essenciais para
que tomadas de decisOes corretivas e educacionais pos-
sam ser implantadas e desenvolvidas com sucesso (Kriiger,
2001). O monitoramento, por sua vez, utiliza biomarcadores
bioquimicos ou celulares, capazes de indicar a presenga de
contaminantes no meio ambiente, nos fluidos corporais, nas
células ou tecidos (Livingstone, 1993).

OBJETIVOS

Estabelecer parametros cinéticos para Fosfatase Alcalina
de intestino de Holothuria grisea(Holothuroidea Aspidochi-
rotida);

Avaliar as alteragbes enzimédticas em individuos submetidos
a concentragoes de cobre e chumbo;

Caracterizar a Holothuria grisea como bioindicador da
polui¢ao marinha.

MATERIAL E METODOS

3.1-Area de Coleta e Bioensaio
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As Holothurias foram coletados na Praia de Santa Cruz,
Municipio de Aracruz/ES, mantidas em &dgua do mar
e transportadas para o Laboratério de KEcotoxicologia
Aquética, onde foram transferidas, aleatoriamente, para 07
aquarios com capacidade de 5L. Um aquério, denominado
controle, continha dgua do mar, trés outros com concen-
tragoes de Sulfato de Cobre (0,05; 0,1 e 0,2 mg/L) e os trés
restantes com Acetato de Chumbo (0,05; 0,1 e 0,2 mg/L).
Os aquarios foram mantidos em constante aeragao e o bioen-
saio desenvolvido em processo semi - estdtico, com trocas
das solugoes a cada 24 horas. Os individuos foram man-
tidos em ambiente climatizado e com foto periodo de 12
horas. Apds 96 horas, as Holothurias foram anestesiadas
com solugao 0,01% de benzocaina para o procedimento de
retirada do material bioldgico.

3.2-Extragao enzimética

O material foi homogeneizado em Homogeneizador Elve-
hjem - Potter em 3 volumes de tampao Bicarbonato -
acido carbonico (relagao p/v) 20mM, pH 9,2, contendo Fe-
nil metano sulfon fluoride (PMSF) 5mM e centrifugado a
15,000xg & 40C, em centrifuga refrigerada Sigma, durante
15 minutos. O sedimento foi desprezado e o sobrenadante foi
utilizado como fonte de enzimas para os estudos cinéticos.
Todos os ensaios bioquimicos foram realizados em triplicata,
em aparelho Espectrofotometro Spectro 22.
3.3-Determinacgao enzimatica.

A Fosfatase Alcalina (ALP) foi determinada Segundo
Barred (1972) e modificado para utilizacdo de p - Nitro-
fenilfosfato (p - NPP) como substrato. O meio de reagao
continha 20mM Tampao Bicarbonato - acido carbonico, pH
9,2; 100mM MgCI2 e 100 mM p - NPP. As amostras foram
incubadas durante 10 minutos & 250C e a reagao interromp-
ida pela adicdo de 1M NaOH, seguida de centrifugacao
a 3000xg. As atividades foram determinadas & 405nm,
seguindo - se a quantidade de p - nitrofenol formado. Uma
unidade de enzima foi definida como quantidade de proteina
enzimdtica necessaria para proporcionar mudanca na ab-
sorbancia de uma unidade 6ptica por minuto nas condigbes
de ensaio. A atividade especifica foi expressa como unidades
de enzima por miligrama de proteina.

3.4-Determinagao de proteina

A proteina foi quantificada segundo metodologia descrita
por Lowry et al., (1951), utilizando albumina sérica bovina
como padrdo. Todas as determinagbes foram desenvolvidas
em triplicatas.

5.5 - Andlise Estatistica

Anélise de variancia (ANOVA) foi utilizada para comparar
as atividades enzimaéticas entre grupos e no préprio grupo
experimental seguido por teste multicomparativo de Tukey
(Zar, 1996). O grau de significincia aceita no presente tra-
balho foi p <0,05.

RESULTADOS

Durante as 96 horas do bioensaio nao ocorreram evis-
ceragoes ou quaisquer outras alteracoes entre as Holothurias
expostas aos ambientes impactados em relagdo ao controle.
Os individuos, quando separados, se reagrupavam apéds de-
terminado tempo, e quando tocados, respondiam com a con-
tragao muscular caracteristica do animal.

Em relagao a literatura envolvendo estudos com o equino-
derma e, particularmente, as cinéticas enzimaéticas, poucos
sdo os relatados, e em relagio a Fosfatase Alcalina de
intestino podemos afirmar a inexisténcia de qualquer re-
sultado divulgado até a presente data. Portanto, para
este estudo, foi necessario o estabelecimento de parametros
cinéticos como Km da enzima para p - nitrofenil fostato as-
sim como a determinacdo da temperatura e o pH ideais a
serem utilizadas nos estudos enzimaticos.

O Km foi estabelecido em 5,2 x 10 - 4M em presenca de
Mg2+e quando ensaiadas em variadas concentragoes desse
fon, os resultados experimentais mostraram a dependéncia
ao Mg2+, de maneira que a atividade enzimatica respondeu
de forma positiva quando em presenca 20mM de MgCl2 (p
<0,05). Por outro lado, o estudo da sensibilidade térmica
demonstrou uma atividade méaxima em 350C, decrescendo
gradativamente de atividade nas temperaturas de 360C a
430C. O valor estabelecido para o presente estudo ficou em
torno de 240C (24 £ 0,10C), além do fato de qualquer deter-
minagao no pico maximo de temperatura ser extremamente
arriscada devido a desnaturagao protéica, apesar da enzima
resistir até 360C.

Outro parametro importante é o pH 6timo de atividade da
enzima. A Fosfatase Alcalina apresentou um pH étimo a
9,5, mantendo um percentual de 95 % de sua atividade
quando ensaiada a pH=9,2, valor estabelecido para todos os
ensaios no presente trabalho. As variagoes de pH parecem
determinar a natureza cinética que a enzima exibe e peque-
nas mudangas na faixa de pH modificam sensivelmente a
afinidade da enzima para com o seu substrato.

Outra caracteristica da ALP estd relacionada ao seu com-
portamento cinético quando em presencga de varias concen-
tragoes de EDTA. Considerando - se a acdo de metais sobre
a Fosfatase Alcalina e da presenca de cations na composicao
da 4dgua do mar, a redugao na atividade em presenca de 1,
2,4, 8 e 16 mM de EDTA sugere a estreita dependéncia do
Mg2+ como ativador. Os experimentos cinéticos de deter-
minacao da constante de Michaelis - Menten resultaram em
acentuada reducao de 62% na velocidade mdxima da reagao.

A verificagdo do efeito inibitério de cobre e chumbo sobre
a atividade fosfatdsica da ALP, foi efetuada com a enz-
ima parcialmente purificada. Os ensaios foram realizados
em concentragao de substrato, temperatura, pH e concen-
tragdo de Mg+2 como previamente estabelecidos. Os resul-
tados obtidos demonstraram redugao da atividade em to-
das as concentracgoes dos metais, quando comparadas com
amostra controle. Estudos apontaram que as concentragoes
de 0,2mg/L de cobre foram mais efetivas quando compara-
das com as concentragdes menores, o que contradiz alguns
autores que relataram um processo de ativagdo em concen-
tracdo de 5 uM de Cu2+ para figado de peixe (Atli and
Canli, 2007). Efeitos similares foram observados para o
tratamento com Pb24, nos quais o aumento da concen-
tragao resultou em maior percentual de inibigdo. Nao foram
observadas diferengas significativas entre o tratamento com
cobre e chumbo, porém as atividades foram reduzidas, de
forma gradativa, com o aumento da concentragdo dos ions
inibidores.
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CONCLUSAO

A Fosfatase Alcalina de intestino de Holothuria grisea ap-
resenta dependéncia de temperatura e pH nao muito difer-
entes daqueles ja conhecidos para a mesma enzima de in-
testino de peixes. Entretanto, quando comparado o valor de
Km e a dependéncia de fon Mg2+, os valores sdo maiores
daqueles conhecido para outros animais, sugerindo a de-
pendéncia do fon apesar da dgua do mar conter concen-
tragoes de magnésio em sua composicao. Este comparativo
foi confirmado com a presenca de agente quelante no meio
de reacao. Por outro lado, a ALP é enzima sensivel a metais,
e a presenca de cobre e chumbo no ambiente experimental,
resultou em inibigoes significativas o que permite o uso da
Holothuria como indicador de poluicao marinha.
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