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Resumo Alguns elementos traço são capazes de se ligar a cadeias 
laterais de aminoacidos, inibindo a função biológica das proteínas. O 
presente trabalho avaliou a resposta das enzimas: acetilcolinesterase 
(AChE), butirilcolinesterase (BChE), fosfatase alcalina (ALP) e fosfatase 
acida (AcP) em Holothuria grisea, expostas a concentrações de sulfato 
de cobre (0,05; 0,075 e 0,10 mg/L de cobre), acetato de chumbo 
(0,05; 0,10 e 0,20 mg/L de chumbo) e cloreto de cádmio (0,30; 0,40 
e 0,50 mg/L de cádmio). O bioensaio foi desenvolvido em processo 
semi-estático e, após 96 horas, músculos longitudinais, gônadas, 
intestino e órgão arborescente foram retirados e processados para 
as determinações enzimáticas. A atividade da AChE e BChE foram 
detectadas somente em músculo longitudinal (45 mU/mg e 22 mU/
mg de proteína respectivamente) e a exposição ao cádmio resultou 
em maiores percentuais de inibição. ALP foi detectada em intestino 
(873 mU/mg de proteína) e apresentou sensibilidade ao chumbo. 
Valores similares foram encontrados para AcP, detectada em órgão 
arborescente, cuja atividade foi de 852 mU/mg de proteína. Os 
maiores percentuais de inibição das fosfatases foram detectados aos 
indivíduos expostos ao chumbo. Os resultados indicam a possibilidade 
de H. grisea ser utilizada como bioindicador nos programas de 
monitoramento do ambiente costeiro, uma vez que os marcadores 
bioquímicos utilizados apresentaram sensibilidade aos metais pesados.

Palavras-chaves: Holothuria grisea, AChE, BChE, ALP, AcP

Abstract Some heavy metals have the ability to bind with the side 
chains of amino acids that form proteins, inhibiting their specific 
activity. The aim of this study was to evaluate the response of 
enzymes: acetylcholinesterase (AChE), butyrylcholinesterase 
(BChE), alkaline phosphatase (ALP) and acid phosphatase 
(AcP) in tissues of Holothuria grisea, exposed to different 
concentrations of copper lead and cadmium. H. grisea were 

collected at Santa Cruz beach, Aracruz, ES, and transferred to 
aquaria containing solutions of copper sulphate (0.05, 0.075 
and 0.10 mg / L copper), lead acetate (0.05, 0 10 and 0.20 mg 
/ L lead) and cadmium chloride (0.30, 0.40 and 0.50 mg / L of 
cadmium). The bioassay was conducted in semi-static process, 
and after 96 hours, longitudinal muscles, gonads, intestines, 
arborescent organ were removed and processed for enzyme 
determination. AChE and BChE were detected in longitudinal 
muscle (45 mU/mg and 22 mU/mg protein respectively). 
Cadmium was the metal that cut the largest percentages of 
these enzymes. ALP was detected in intestine (873 mU/mg 
protein) and showed sensitivity when exposed to lead. Similar 
values were found for AcP were detected in arborescent organ, 
whose activity was 852 mU/mg protein. The highest values of 
inhibition were detected for individuals exposed to lead. The 
results indicate the possibility of  H. grisea be used as a bioindicator 
in programs monitoring the coastal environment, once that the 
biochemical markers used showed sensitivity to heavy metals.

Keywords: Holothuria grisea, AChE, BChE, ALP, AcP.

Introdução

A presença de resíduos nos ecossistemas marinhos interfere 
diretamente no ciclo biológico natural do ambiente (Viselina e Luk’Yanova 
2000, Quintaneiro et al. 2006). O litoral do Espírito Santo, além de 
apresentar várias comunidades pesqueiras, atrai turistas pela diversidade 
de ecossistemas e está exposto aos impactos causados por ação antrópica. 

Metais como cobre, zinco e ferro são essenciais aos processos 
bioquímicos e fisiológicos em diversos organismos, porém tóxicos 
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quando em excesso. Por outro lado, cádmio, chumbo e mercúrio, 
são metais não essenciais e deletérios para o organismo quando em 
pequenas concentrações (Zagatto e Bertoletti, 2006). A utilização 
de bioindicadores constitui ferramenta importante na avaliação 
da toxicidade nos ambientes e a escolha de determinada espécie 
tem relação com seu deslocamento entre ambientes, sua presença 
em várias regiões e ainda sua resistência aos agentes impactantes 
(Quintaneiro et al. 2006, Napierska et al. 2009). Alterações 
metabólicas, histológicas e danos ao material genético, são formas 
de acompanhar a ação dos metais no organismo bioindicador. As 
enzimas, em especial, são utilizadas como biomarcadores desses 
elementos por serem ativadas ou inibidas quando expostas ao agente 
contaminante (Quintaneiro et al. 2006, Napierska et al. 2009).

A elevada concentração do cobre no ambiente deve-
se principalmente às atividades humanas nos processos de 
mineração, de fundição, corrosão de tubulações, manufatura 
de moedas, inseticidas, fungicidas, algicidas, desinfetantes, 
tintas antiincrustantes e pigmentos industriais (Pedrozo 2003, 
Zagatto e Bertoletti 2006). Estudos demonstraram o potencial do 
cobre como elemento de rápida acumulação nas brânquias do 
mexilhão Mytilus galloprovincialis e o decréscimo no conteúdo 
de glutationa, seguido de recuperação ao longo do tempo de 
exposição em meio sem o metal (Canesi et al. 1999). 

Alterações na atividade da fosfatase ácida foram descritas por 
Rajalakshmi e Mohandas (2005) em bivalve Lamellidens corrianus 
quando expostos a altas concentrações de cobre, com resposta 
maior em brânquias quando comparada ao hepatopâncreas. 
Peixes da espécie Esomus danricus, demonstraram alterações 
comportamentais como perda no equilíbrio, natação errática 
e agrupamento dos indivíduos. Além disso, foi constatada a 
inibição das enzimas da defesa antioxidante como a catalase e a 
superóxido-dismutase ( Vutukuru et al. 2006).

Por outro lado, a assimilação do chumbo nos ecossistemas 
aquáticos é determinada pela sua biodisponibilidade, que em geral, é 
mais reduzida quando em presença de matéria orgânica ou partículas 
minerais. Vários organismos aquáticos apresentam a capacidade de 
assimilar e acumular altas concentrações de chumbo (Li et al. 2009).

O cádmio é encontrado em pequenas quantidades na 
natureza e interfere diretamente no sistema de defesa antioxidante 
dos bivalves marinhos, como demonstrado por Company et al. 
(2009) em Bathymodiolus azoricus. Os autores observaram 
elevação na atividade das enzimas SOD e CAT em brânquias de 
indivíduos coletados em fontes hidrotermais. Quando comparado 
aos ensaios realizados em manto do animal, os autores concluíram 
que as brânquias são os órgãos mais afetados devido ao contato 
direto com o meio externo. O metal apresenta capacidade de 
bioacumulação em diferentes níveis tróficos. 

Estudo com o peixe Sparus aurata demonstrou que a 
acumulação do metal nos tecidos é proporcional à concentração e 
tempo de exposição, o que resulta na elevação de metalotioneínas 
e da atividade da glutiona-s-transferases (Bouraoui et al. 2008).

A acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) desempenha papel essencial 
no mecanismo colinérgico, catalisando a hidrólise do substrato 
acetilcolina (ACh) em ácido acético e colina (Marcel et al. 1998). A 
AChE é importante enzima regulatória na transmissão de impulsos 
nervosos nas sinapses colinérgicas (Milatovic e Dettbarn 1996, 
Muller et al. 2002). A inibição da enzima resulta no acúmulo de 
acetilcolina, que provoca estimulação descontrolada do sistema 
nervoso e pode levar o individuo a morte ( Varó et al. 2008). 

A butirilcolinesterase (EC 3.1.1.8), anteriormente chamada 
de colinesterase do soro, pseudocolinesterase e colinesterase não 
específica, hidrolisam vários ésteres de colina, entre eles a 
acetilcolina e heptanoilcolina, porém mais eficiente na hidrólise 
da butirilcolina. A função da BChE no organismo e o seu substrato 
natural permanecem desconhecidos, apesar de existirem hipóteses que 
relacionam a BChE à proteção da AChE (Whittaker e Britten 1986) e 
ao metabolismo de lípides (Kutty 1980). A BChE e AChE apresentam 
53% de homologia na sequência de aminoácidos, principalmente, na 
região do sítio ativo. As duas enzimas apresentam respostas similares 
a diversos inibidores (Lockridge et al. 1987, Schumacher et al. 1997).

As fosfatases catalisam a hidrólise de uma grande variedade 
de ésteres de ortofosfatos e reações de transfosforilações. Estas 
enzimas estão amplamente distribuídas na natureza, tendo sido 
encontradas em animais, vegetais e em microrganismos. As 
fosfatases são classificadas em: fosfatases alcalinas (EC 3.1.3.1), 
fosfatases ácidas (EC 3.1.3.2) e proteínas fosfatases (Aoyama 2003). 
A principal diferença está relacionada ao pH de catálise.

A ALP pertence a um grupo de enzimas inespecíficas, que catalisam 
a hidrólise de vários fosfomonoésteres em pH alcalino. Estudos sugerem 
estar a enzima associada ao transporte lipídico no intestino e aos 
processos de calcificação óssea (Alves e Arruti, 2009). A ALP se apresenta 
na forma tetramérica, quando na superfície externa da célula, e dimérica 
quando liberada por ação das fosfolipases C e D (Vieira 1999).

A ACP designa um grupo heterogêneo não-específico de 
fosfatases que exibem pH ótimo entre 4,5 e 7, e catalisam a 
hidrólise de monoéster ortofosfórico liberando álcool e um 
grupo fosfato (Alves e Arruti 2009)

Os estudos sobre contaminação por elementos traço têm 
utilizado várias espécies e, os organismos marinhos por sua vez, 
são os mais estudados devido às respostas induzidas pelos poluentes 
(Regoli et al.1998, Cajaraville et al. 2000). Holothuria grisea (pepino 
do mar) ingere todo o tipo de sedimento marinho para fazer uso 
da matéria orgânica nele adsorvida. Desta forma, a quantificação de 
elementos traço nesse organismo pode ser um indicativo da presença 
de contaminantes neste ambiente (Anadraj et al. 2002). 

O constante monitoramento dos ecossistemas naturais permite 
a detecção de alterações no ambiente, atitude essencial para ações 
corretivas e educativas (Krüger 2001). O acompanhamento da saúde 
de um ambiente passa pela utilização de biomarcadores bioquímicos 
ou celulares, capazes de indicar a presença de contaminantes nesse 
meio, nos fluidos corporais, nas células ou tecidos (Livingstone 1993). 

O objetivo do estudo é avaliar respostas metabólicas das enzimas 



Pereira et al.
Biomarcadores enzimáticos em H, grisea exposta ao chumbo, cádmio e cobre

3
ISSN 1806–7409 - http://www.naturezaonline.com.br

acetilcolinesterase, butirilcolinesterase, fosfatase alcalina e fosfatase 
ácida em tecidos de H. grisea, expostos aos elementos traço, como 
fonte de informação para monitoramento em ambientes marinhos.

Métodos

Bioensaio
Indivíduos de Holothuria grisea, com aproximadamente 

15 cm, foram coletados na Praia de Santa Cruz, município de 
Aracruz, ES, área utilizada como referência por apresentar a 
baixa atividade urbana, industrial e agropecuária. Os espécimes 
foram transportados para o Laboratório de Biomarcadores de 
Contaminação Ambiental e Genotoxicidade, Universidade Vila 
Velha (UVV ) e transferidos para aquários, com aeração constante.

Após período de aclimatação, grupos com três indivíduos foram 
acondicionadas, aleatoriamente, em dez aquários, com capacidade 
de 5 litros. No aquário controle, eles foram expostos somente a 
água do mar. Nos outros, os espécimes foram expostos às seguintes 
concentrações de metais: primeiro grupo: 0,05; 0,075 e 0,1 mg/L de 
Cu2+; segundo grupo: 0,05; 0,1 e 0,2 mg/L de  Pb2+; terceiro grupo: 
0,3; 0,4, e 0,5 mg/L de Cd2+. Durante o período do bioensaio em 
processo semi-estático, a temperatura do ambiente foi mantida em 
23,0 ± 1,5o C, com fotoperíodo de 12 h de luz e 12 h escuro.

Para as trocas diárias, água foi coletada na Praia da Costa, Vila 
Velha, ES e as determinações das características físico-químicas foram 
acompanhadas por meio de aparelho Multiparâmetro Yellow Sprimgs, 
YSI-85. O pH foi aferido em peagâmetro digital portátil Quimis Q-400he 
e a transparência da água foi avaliada com uso de disco de Sechi.

Após 96 h, os organismos foram anestesiados em solução 
0,01% de benzocaína e sacrificados para a retirada do órgão 
arborescente, dos músculos longitudinais, do intestino e das gônadas 
Os tecidos foram homogeneizados em solução tampão (1:5 p/v), 
de acordo com os ensaios enzimáticos a serem desenvolvidos e 
centrifugados em centrífuga refrigerada Sorvall Biofuge Stratos. 
O sobrenadante foi utilizado como fonte de enzima. Todas as 
determinações enzimáticas foram realizadas em triplicatas à 25º C. 
As atividades foram acompanhadas em aparelho Espectrofotômetro 
Ultrospec 2100 pro (Amersham, Biosciences).

Determinação da acetilcolinesterase
Os tecidos foram homogeneizados em tampão fosfato de potássio 

100 mM, pH 7,5, e centrifugados a 15000 x g durante 15 minutos a 4°C. 
A atividade da AChE foi determinada segundo método de Guilhermino et 
al. (2006). O meio de reação (1 mL) continha 100 mM tampão fosfato de 
potássio, pH 7,5; acetiltiocolina 0,4 mM e 5,5-dithiobis (2-nitrobenzóico 
acid) 0,27 mM, à 25OC. A reação foi acompanhada a 412 nm. Uma 
unidade de enzima foi definida como quantidade capaz de transformar 1 
μmol de substrato por minuto. A atividade específica foi expressa como 
unidades de enzima por miligrama de proteína.

Determinação da butirilcolinesterase
Os tecidos foram homogeneizados em tampão fosfato de 

potássio 100 mM, pH 7,5, e centrifugados a 15000 x g durante 
15 minutes a 4°C. A atividade da BChE foi determinada segundo 
adaptações de Guilhermino et al. (2006). O ensaio enzimático foi 
desenvolvido em meio (1 mL) contendo 100 mM tampão fosfato 
de potássio, pH 7,5; butiriltiocholina 0,4 mM e 5,5-dithiobis 
(2-nitrobenzoic acid) 0,27 mM,.à 25OC. A reação foi acompanhada a 
412 nm. Uma unidade de enzima foi definida como quantidade capaz 
de transformar 1μmol de substrato por minuto. A atividade específica 
foi expressa como unidades de enzima por miligrama de proteína.

Determinação da fosfatase alcalina
Os tecidos foram homogeneizados em 50 mM tampão fosfato 

de sódio, pH 7,8, contendo ethylenediaminetetraacetic - EDTA 1 mM, 
e centrifugados a 15.000 x g, durante 15 minutos a 4º C. A atividade 
enzimática foi determinada de acordo com o método descrito por 
Barred (1972) e modificado para utilização de p-nitrofenilfosfato 
(p-NPP) como substrato (Reichardt, Overbeck e Steubing, 1967; 
Jamet, Aleya e Devaux, 1995). O meio de reação (1 mL) continha 
20mM tampão bicarbonato-ácido carbônico, pH 9,2; MgCl2 100 mM e 
p-NP100mM. As amostras foram incubadas durante 10 minutos à 25oC 
e a reação interrompida pela adição de 1mL de NaOH 1M, seguida de 
centrifugação a 3000 x g. A formação de p-nitrofenol foi acompanhada 
a 405nm. Uma unidade de enzima foi definida como quantidade capaz 
de transformar 1μmol de substrato por minuto. A atividade específica 
foi expressa como unidades de enzima por miligrama de proteína.

Determinação da fosfatase ácida
Os tecidos foram homogeneizados em 20 mM tampão de 

acetato de sódio, pH 5,0, contendo 1mM PMSF em relação 1:10 (p/v) 
e centrifugados a 15000 x g durante 15 minutes, a 4°C. A atividade 
da AcP foi determinada segundo método descrito por Barred (1972) 
e modificado para utilização de p-nitrofenilfosfato (p-NPP) como 
substrato (Reichardt et al. 1967, Jamet et al. 1995). O meio de reação (1 
mL), continha 20mM  de tampão acetato de sódio, pH 5,0; pNPP 2 mM 
e MgCl2 2 mM. As amostras foram incubadas durante 10 minutos à 25oC 
e a reação interrompida pela adição de 1mL de NaOH 1M, seguida de 
centrifugação a 3000 x g. A formação de p-nitrofenol foi acompanhada 
a 405nm. Uma unidade de enzima foi definida como quantidade capaz 
de transformar 1μmol de substrato por minuto. A atividade específica 
foi expressa como unidades de enzima por miligrama de proteína.

Proteínas totais
A proteína foi quantificada segundo metodologia descrita por 

Lowry et al. (1951), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrão 
a 660 nm. Todas as determinações foram desenvolvidas em triplicatas.

Analise estatística 
A normalidade foi verificada pelo teste K2, baseado nos momentos 

de curtose e simetria (Zar 1999). Atendendo a premissa da normalidade, 
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as atividades das enzimas dos organismos expostos aos metais foram 
analisadas pela regressão linear simples. A atividade enzimática foi utilizada 
como variável dependente e a concentração dos metais como variável 
independente. Diferenças entre os tratamentos foram analisados pelo 
one-way ANOVA (p≤0,05), e a posteriori, o teste de Duncan (p≤0,05). As 
análises foram realizadas no programa Statistica 7.0 (Statsoft, Tulsa, OK, EUA).

Resultados

Durante as 96 h de exposição aos metais não foram 
observados evisceração da H. grisea e o comportamento do 
equinodermo, durante o período experimental, não apresentou 
qualquer diferença daquele do ambiente natural. As características 
físico-químicas da coluna d’água, coletada para as trocas diárias, não 
apresentaram alterações, assim como a água utilizada nos bioensaios, 
conforme observado na Tabela 1. A transparência da água, in situ, 
apresentou diferenças no primeiro e quarto dias de coleta.

Acetil e butirilcolinesterase 
O tecido muscular, utilizado como controle, apresentou 

atividade significativa de AChE, com valor de 45 mU/mg proteína. 
Entretanto, somente os indivíduos expostos a concentração 
de 0,10 mg/L de cobre apresentaram percentual de inibição de 
26,27% (p≤0.05), quando comparada ao controle. Os ensaios 
em presença de 0,05 e 0,075 mg/L do metal inibiram, de forma 
significativa, a acetilcolinesterase. Por sua vez, a butiriltiocolinesterase 
apresentou valores menores de atividade quando comparada à 
acetiltiocoliesterase. Os valores de percentuais de inibição foram: 
0,05 mg/L cobre,  9,1%;  0,075 e 1,0 mg/L cobre,  22,73 % e 59,0%, 
respectivamente, como pode ser observado na Figura 1.

Por outro lado, o chumbo foi  mais inibidor quando em 
concentração de 0,20 mg/L. A atividade da acetilcolinesterase foi 
reduzida em 21,74%, quando relacionada ao controle, enquando que 
em 0,10 mg/L do metal, o percentual de inibição foi somente 15,22%, 
porém ainda significativo (p≤0,05). A resposta da butirilcolinesterase 
em ensaio com 0,05 mg/L chumbo foi representativa, com valor de 
36,37% em relação ao controle. Exposição às concentrações 0,01 e 0,20 
mg/L do metal, também promoveram redução na atividade enzimática, 
com valores de  45,46% e 54,55%, respectivamente, conforme Figura 2.

O cádmio demonstrou potencial inibitório mais expressivo 
em tecido muscular. Em concentrações 0,30 mg/L; 0,40 mg/mL e 0,5 
mg/mL do metal, a acetilcolinesterase foi inibida 19,57%; 26,09% e 

Figura 1 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) e Butirilcolinesterase (BChE) 
em músculo longitudinal de Holothuria grisea, após 96 h de exposição ao 
cobre (Cu2+). A atividade enzimática foi expressa em mU/mg de proteína. Os 
valores representam a média de três indivíduos. Letras diferentes representam 
diferenças significativas pelo teste Duncan (p≤0,05). A consistência dos dados 
foi determinada por regressão linear simples.

 

Dias pH CE1    (?S/cm) OD2    (mg/L) Salinidade 
(ppt) 

Temperatura 
(oC) 

Transparência 
(cm) 

1 8,19 ± 0,08 54,6 ± 0,15 7,50 ± 0,31 38,9 ± 0,06 21,8 ± 0,15 29,0 ± 3,0 

2 8,28 ± 0,04 56,5 ± 0,26 6,44 ± 0,15 38,9 ± 0,12 23,4 ± 0,20 90,0 ± 2,0 

3 8,24 ± 0,02 56,6 ± 0,06 6,30 ±0,13 39,2 ± 0,06 23,20 ± 0,10 102,7 ± 2,1 

4 8,38 ± 0,07 58,8 ± 0,74 7,07 ± 0,23 39,3 ± 0,15 23,20 ± 0,10 64,0 ± 1,0 

 
1. Condutividade Elétrica; 2. Oxigênio Dissolvido; Dia 1 - Coleta na Praia de Santa Cruz. Dias 2, 3 e 4 - Coleta na Praia da Costa.

Tabela 1 Valores médios (± desvio padrão) das variáveis físico-químicas da coluna d’água coletada para o bioensaio com Holothuria grisea. 

Figura 2 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) e Butirilcolinesterase 
(BChE) em músculo longitudinal de Holothuria grisea, após 96 h de 
exposição ao chumbo (Pb2+). A atividade enzimática foi expressa em mU/
mg de proteína. Os valores representam a média de três indivíduos. Letras 
diferentes representam diferenças significativas pelo teste Duncan (p≤0,05). 
A consistência dos dados foi determinada por regressão linear simples.
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36,96%, respectivamente. A butirilcolinesterase, no mesmo tecido, 
foi inibida em 68,19% quando em concentração de 0,5 mg/L. Esse 
valor foi superior quando comparado às concentrações menores: 
0,40 mg/L (40,91%)  e 0,30mg/L (18,19%), conforme Figura 3.

Fosfatase alcalina
Dos tecidos estudados, somente o intestino apresentou 

atividade fosfatásica, com valor de 873 mU/mg proteína no tecido 
controle. Quando exposta à concentração 0,05 mg/L de cobre, a 
inibição foi 19,5%, resultado não significativo quando comparado 
à exposição de 0,75 mg/L, porém ambas significativas quando 
relacionados ao controle. Como pode ser observado na Figura 4, 
concentração de 0,10 mg/L do metal inibiu 50,5% da atividade, 
valor bem superior quando comparados aos resultados anteriores.

O chumbo foi o metal que promoveu maior percentual inibitório 
em todas as concentrações. Como demonstrado na Figura 5, a inibição 
nos organismos expostos 0,05 mg/L do metal, foi 39,0% quando 
comparadas ao controle. A exposição a 0,1 mg/L resultou em inibição 

de 50,5%. Entretanto, o maior percentual foi observado em presença 
de 0,2 mg/L de chumbo, com 64,47% de inibição.

Em relação ao cádmio, a inibição mais expressiva foi detectada 
em concentração de 0,5 mg/L, com valor de 61,9%, quando relacionado 
ao controle. Os percentuais de inibição foram proporcionais se for 
considerado a concentração 0,3 mg/L e 0,5 mg/L do metal. Quando 
analisados os resultados é possível constatar certa proporcionalidade 
entre eles. O metal, em qualquer das concentrações utilizadas, é 
responsável pela inibição da atividade da fosfatase alcalina de intestino 
de H. grisea, como demonstrado na Figura 6.

Fosfatase ácida
O órgão arborescente foi o único a apresentar atividade para a 

fosfatase ácida. Dos traços de metais estudados, o chumbo foi responsável 
pelo maior percentual inibitório, com valor 27,0% em concentração 0,10 
mg/L.  Como pode ser observado na Figura 7, a inibição promovida pelas 
concentrações  0,05 mg/L e 0,075mg/L do metal, não apresentou diferenças 
significativas quando relacionadas ao controle (p≥0,05).

Figura 3 Atividade da Acetilcolinesterase (AChE) e Butirilcolinesterase (BChE) 
em músculo longitudinal de Holothuria grisea, após 96 h de exposição ao 
cobre (Cd2+). A atividade enzimática foi expressa em mU/mg de proteína. Os 
valores representam a média de três indivíduos. Letras diferentes representam 
diferenças significativas pelo teste Duncan (p≤0,05). A consistência dos dados 
foi determinada por regressão linear simples.

Figura 4 Atividade da Fosfatase alcalina (ALP) em intestino de Holothuria grisea, 
após 96 h de exposição ao cobre (Cu2+). A atividade enzimática foi expressa em 
mU/mg de proteína. Os valores representam a média de três indivíduos. Letras 
diferentes representam diferenças significativas pelo teste Duncan (p≤0,05). A 
consistência dos dados foi determinada por regressão linear simples.

Figura 5 Atividade da Fosfatase alcalina (ALP) em intestino de Holothuria grisea, 
expostas  ao chumbo  (Pb2+), durante 96h. O controle foi desenvolvido sem o 
metal. A atividade enzimática foi expressa em mU/mg de proteína. Letras diferentes 
representam diferenças significativas pelo teste Duncan (p≤0,05). A consistência dos 
dados foi determinada por regressão linear simples. Os valores representam a média 
de três indivíduos (n=3), com 03 determinações enzimáticas por equinoderma.

Figura 6 Atividade da Fosfatase alcalina (ALP) em intestino de Holothuria grisea, 
após 96 h de exposição ao cobre (Cd2+). A atividade enzimática foi expressa em 
mU/mg de proteína. Os valores representam a média de três indivíduos. Letras 
diferentes representam diferenças significativas pelo teste Duncan (p≤0,05). A 
consistência dos dados foi determinada por regressão linear simples.
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O chumbo, por sua vez, resultou em inibições significativas em 
ensaios com 0,05mg/L, 0,010 mg/L e 0,20 mg/L, quando comparadas 
ao controle, com valores de 23,5%; 43,5% e 57,6%, respectivamente. 
Entretanto, as atividades específicas em indivíduos expostos à 
0,10mg/L e 0,20 mg/L não apresentaram diferenças significativa entre 
si, somente quando relacionadas ao controle (Figura 8).

Por outro lado, o cádmio foi responsável pelos menores 
percentuais de inibição da AcP em órgão arborescente. As atividades 
enzimáticas no controle e aos expostos ao cádmio 0,3 mg/L, não 
apresentaram diferenças significativas, ao contrário do observado 
em relação à exposição as concentrações 0,4 mg/L e 0,5 mg/L (24,7% 
e 28,2%), respectivamente, como pode ser observado na Figura 9.

Discussão

Os estudos desenvolvidos com a exposição de H. grisea aos 
metais traços levaram em consideração a quantidade de sedimentos 

presente no intestino e a biodisponibilidade do metal na caracterização 
de inibição enzimática. Desta forma, foi realizado a priori, um estudo 
piloto para caracterizar a LD50 dos metais. Nesta etapa foi considerada 
a concentração dos metais, a evisceração ou não do equinodermo, o 
potencial contrátil muscular e a integridade da epiderme.

A manutenção da temperatura ambiente, oxigenação e 
fotoperíodo foram etapas importantes, com valores o mais próximo 
possível daqueles observados no ambiente natural. Isso pode ser 
comprovado pelas determinações realizadas in situ, (Tabela 1), muito 
próximo aos constatados em laboratório (pH= 8,20; CE= 56,5; 
OD= 7,4 mg/L; Salinidade= 38,5 ppt; T= 25ºC). Esta proximidade 
de valores descarta a possibilidade de alterações enzimáticas 
promovidas pelo estresse gerado  pelo calor ou por alterações na 
oxigenação dos indivíduos. Outra característica do bem estar animal 
foi a resposta contrátil, comum da espécie.

A exposição de H. grisea aos metais traços resultou em 
alterações nas enzimas relacionadas à transmissão de impulsos 
nervosos, à fosfatase ácida e à fosfatase alcalina. Resultados 
semelhantes foram observados em bivalves marinhos, segundo Gu 
Jing et al. (2006). Além disso, estudos sobre bioacumulação de metais 
pesados em invertebrados foram relatados por Martín-Díaz et al. 
(2005); Firat et al. (2008) e Templemen e Kingsford, (2010), também 
em órgãos arborescente e músculo longitudinal, de Holothuroidea 
(Anadraj et al. 2002). Entretanto, não existem na literatura estudos 
sobre atividade enzimática em H. grisea expostas aos metais, e o que 
se observa são estudos da concentração de metais neste organismo.

Acetilcolinesterase
A inibição da AChE no tecido muscular de H. grisea, pode estar 

relacionado a facilidade de absorção desse metal e sua acumulação 
no tecido, como descrito por Jing et al. (2006).

Segundo Jemec et al. (2007) alterações na atividade da AChE, 
quando exposta a concentrações de cobre, está relacionada a 
capacidade do metal em substituir o cofator da enzima, resultando 
na incapacidade de sua interação com o substrato, resultando 

Figura 7 Atividade da Fosfatase ácida (AcP) em órgão arborescente de Holothuria 
grisea, após 96 h de exposição ao cobre (Cu2+). A atividade enzimática foi expressa 
em mU/mg de proteína. Os valores representam a média de três indivíduos. Letras 
diferentes representam diferenças significativas pelo teste Duncan (p≤0,05). A 
consistência dos dados foi determinada por regressão linear simples. 

Figura 8 Atividade da Fosfatase ácida (AcP) em órgão arborescente de Holothuria 
grisea, após 96 h de exposição ao cobre (Pb2+). A atividade enzimática foi expressa 
em mU/mg de proteína. Os valores representam a média de três indivíduos. Letras 
diferentes representam diferenças significativas pelo teste Duncan (p≤0,05). A 
consistência dos dados foi determinada por regressão linear simples.

Figura 9 Atividade da Fosfatase ácida (AcP) em órgão arborescente de Holothuria 
grisea, após 96 h de exposição ao cobre (Cd2+). A atividade enzimática foi expressa 
em mU/mg de proteína. Os valores representam a média de três indivíduos. Letras 
diferentes representam diferenças significativas pelo teste Duncan (p≤0,05). A 
consistência dos dados foi determinada por regressão linear simples.



em inibição significativa. Por outro lado, a redução da atividade 
enzimática, quando exposta ao chumbo, pode estar associada a 
capacidade do metal em interagir facilmente com grupamentos 
sulfidrilas da cadeia polipeptídica da proteína ( Jemec et al. 2007), 
o que leva a enzima a perder sua conformação tridimensional, 
resultando na redução da sua capacidade catalítica.

Vários estudos demonstram a inibição da acetilcolinesterase 
tanto em invertebrados (Regoli et al. 1998, Company et al. 2004), 
como em vertebrados (Bainy et al. 1996, Vutukuru et al. 2006). 
A inibição promovida pelo cádmio sobre a AChE de músculo 
longitudinal pode estar associada à interação do metal com o sítio 
aniônico da enzima, como descrito por Company et al. (2006). 
O metal interfere na degradação da acetilcolina, importante 
neurotransmissor, o que resulta no acúmulo do substrato nas 
sinapses. Esse evento provoca alterações motoras que podem 
culminar na morte do indivíduo (Vutukuru et al. 2006). 

O cádmio, comparado aos outros metais utilizados, foi o 
que provocou maior inibição. Estudos com outros invertebrados 
marinhos também resultaram em inibição da AChE pelo metal 
(Company et al. 2004, Company et al. 2006). Uma possibilidade para 
a inibição da atividade da AChE, observada em H. grisea, é a redução 
no processo de transcrição do RNA, como comprovado por 
Woo et al. (2009). Os autores estudaram o efeito da concentração 
de 1000 ppb de Cd em peixes e o resultado foi 50% de redução na 
expressão gênica no tecido hepático.

Butirilcolinesterase
Em termos gerais, um conjunto de fatores pode contribuir 

para as diferenças nas respostas enzimáticas observada quando os 
organismos são expostos aos agentes contaminantes, como proposto 
por Vieira et al. (2009). Entre estes fatores estão: a espécie estudada, 
as propriedades da enzima isolada de cada tecido, as condições 
experimentais, o tempo e a intensidade de exposição, a estrutura 
química dos compostos, concentração dos poluentes, dentre outros. 
Segundo Jing et al. (2006), cada espécie apresenta uma resposta 
enzimática característica, quando se considera todas essas variáveis.

Os resultados obtidos no presente estudo, demonstraram 
conformidade com vários autores que relatam, in vitro, a redução 
na atividade da BChE em invertebrados marinhos quando expostos a 
metais pesados, como por exemplo, os bivalves da espécie Adamussium 
colbechi expostos ao cobre e mercúrio (Regoli et al. 1998). 

A inibição causada pelo cobre, em músculo longitudinal de 
H. grisea, pode ser causada pela ligação do metal ao sitio catalítico 
da enzima, considerando a capacidade da molécula em se ligar aos 
metais (Regoli et al. 1998). Efeitos semelhantes foram relados em 
oligoquetas da espécie Tubifex tubifex (Mosleh et al. 2006).

A redução na atividade específica da BChE pelo chumbo, 
pode estar relacionada a inibição observada pelo cobre. Além 
disso, o chumbo apresenta capacidade de interagir facilmente com 
grupamentos sulfidrilas da cadeia polipeptídica formadores da 
proteína, o que causa a perda de estruturas responsável pela função 

biológica da enzima e, consequentemente, redução em sua atividade 
catalítica (Company et al. 2006).

O cádmio induziu alterações significativas na atividade 
específica da BChE em H. grisea, considerando a resposta de 68,19% 
de inibição no músculo longitudinal. Esta inibição também pode estar 
relacionada aos transtornos resultantes da acumulação do metal no 
tecido e a desestruturação da enzima, o que a impede de se ligar ao 
substrato e realizar a catalise (Company et al. 2006).

Fosfatase alcalina
A inibição da atividade enzimática de organismos expostos 

às diferentes concentrações de metais pesados, como ocorreu em 
H. grisea, também é relatada em outros organismos aquáticos. 
Segundo Company et al (2006) ocorreram inibições de fosfatase 
alcalina e outras enzimas isoladas de Bathymodilus azoricus 
quando expostas ao cádmio, cobre e mercúrio. 

Apesar das diferentes respostas da enzima aos efeitos de 
contaminantes, os resultados em H. grisea são corroborados com 
os observados em outros estudos, uma vez que, grande número 
de invertebrados expostos aos metais pesados apresentou redução 
significativa na atividade da enzima (Chandran et al. 2005, Company 
et al. 2006, Vutukuru et al. 2006, Jing et al. 2006).

Além disso, as respostas enzimáticas podem estar associadas 
a bioacumulação dos metais pesados que pode variar em cada tipo 
de tecido ou ainda, em cada organismo indicador, como avaliado no 
trabalho de Firat et al. (2008). Essa variação também pode ocorrer em 
H. grisea, uma vez que concentrações de cobre e zinco foram detectadas 
em órgão arborescente e músculo longitudinal de Holothuria 
leucospilota, em estudos desenvolvidos por Anadraj et al. (2002).

No presente estudo, as concentrações de cobre utilizadas 
provocaram reduções significantes na atividade da enzima após 96 
horas de exposição. Os resultados permitem supor, que o maior 
percentual inibitório observado no intestino esteja relacionado 
às suas características de absorção, considerando a concentração 
constante do metal ao longo do tempo do bioensaio, assim como a 
excreção dos sedimentos contidos no intestino, o que expõe o órgão à 
sua maior capacidade de absorção. Esta suposição está embasada nos 
dados de bioacumulação de cobre em tecido visceral de Holothuria 
mexicana, no qual a concentração do cobre foi superior aos outros 
metais estudados. (Laboy-Nieves e Conde 2001).

Os resultados observados, no presente trabalho, comprovam 
a redução da atividade específica da ALP no intestino, o que 
permite supor que a concentração do chumbo, cádmio e cobre foi 
responsável pela inibição desta enzima. Esse resultado é coerente 
com os descritos por Berrahal et al. (2007) ao estudarem o efeito 
do cobre em atividades enzimáticas de vertebrados expostos 
a diversos traços de metais pesados.

Fosfatase ácida
No presente estudo, as concentrações de cobre, chumbo e 

cádmio provocaram reduções significativas na atividade da enzima. 
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Os resultados permitem supor, que o maior percentual inibitório 
de determinado metal esteja relacionado às suas características 
de absorção. Esta inibição está relacionada à constante exposição 
do órgão arborescente ao metal, devido seu contrato direto para 
as trocas gasosas. Esta suposição é confirmada pelos dados de 
bioacumulação de cobre em tecido respiratório de H. mexicana 
descrito por Laboy-Nieves e Conde (2001).

Estudos desenvolvidos em Mytilus galloprovincialis 
expostos a metais demonstraram inibição da atividade da AcP, 
em todos os tecidos isolados, resposta semelhante ao descrito 
para outros invertebrados marinhos expostos a concentrações 
de traços de metais pesados (Bocchetti et al. 2008).

Respostas significativas foram observadas no presente estudo, o 
que sugere interferência dos metais na estrutura da enzima de forma a 
alterar sua atividade específica. Considerando a afinidade de metais pelas 
cadeias laterais de alguns aminoácidos é possível supor uma associação 
que promove a redução na atividade específica (Company et al. 2006).

De forma geral, os espécimes de H. grisea apresentaram boa 
resistência quando expostas às concentrações traços dos metais e 
o cádmio foi responsável pelo maior percentual de inibição, tanto 
da AChE como da BChE isolada de músculo longitudinal. Valores 
menores de inibição enzimática foram observados em indivíduos 
expostos ao chumbo. Em relação ao chumbo, o maior poder 
inibitório foi observado na Fosfatases acida de órgão arborescente 
e na fosfatase alcalina de intestino. A sensibilidade das fosfatases foi 
menor nos organismos expostos ao cobre.  Com estes resultados 
é possível afirmar que o equinodermo H. grisea pode ser utilizado 
como bioindicador de ambientes poluídos com cobre, chumbo e 
cádmio, em programas de monitoramento ambiental, uma vez que 
apresentaram grande sensibilidade quando expostas aos metais.
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