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RESUMO.- Biomarcadores podem ser usados de forma pre- 
ditiva, permitindo que sejam tomadas ações de controle an-
tes que ocorram danos ambientais irreversíveis com conse-

quências ecológicas severas, no entanto, espécies sentine-
las são necessárias para avaliação desses marcadores. As 
tartarugas marinhas são consideradas espécies sentinelas 
quando acometidas por fibropapilomas, sendo sinalizado-
ra do desequilíbrio ambiental marinho nas suas áreas de 
ocorrência. Com o objetivo de propor a determinação da 
atividade da colinesterase plasmática em tartarugas verdes 
(Chelonia mydas) como biomarcador, procedeu-se a deter-
minação da atividade enzimática em animais saudáveis e 
em localidade de baixo impacto antrópico (Arquipélago 
de Fernando de Noronha, Pernambuco, Brasil) para servir 
como referência para comparação com animais capturados 
em locais de maior impacto antrópico. Ao todo foram ana-
lisadas amostras de plasma heparinizado de 35 animais 
capturados. Todas as amostras analisadas apresentaram 
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alguma atividade enzimática de colinesterase plasmática. 
Os valores obtidos de colinesterase variaram de 162 a 379 
UI/L, com média e desvio padrão de 216,4 + 51,4 UI/L. Nos 
estudos de repetibilidade e reprodutibilidade obtiveram-se 
coeficientes de variação menor que 5% em todas as análi-
ses, portanto a metodologia analítica utilizada se mostrou 
confiável. A longevidade das tartarugas marinhas da espé-
cie C. mydas, o comportamento alimentar, juntamente com 
o fato de possuirem atividade enzimática detectável podem 
indicar essa espécie como bioindicadora de exposição a 
poluentes que influenciam na atividade da colinesterase 
plasmática.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Biomarcadores, tartaruga verde, Chelo-
nia mydas, colinesterase.

INTRODUÇÃO
Atualmente, o crescimento industrial e urbano tem gerado 
impacto importante em alguns ecossistemas. Atividades in-
dustriais são responsáveis pela contaminação significativa 
de água, eliminando potenciais compostos sintéticos que 
atingem os rios e oceanos contribuindo assim, para o acúmu-
lo de uma infinidade de produtos químicos em diversas con-
centrações (Freire et al. 2008). Por esse motivo, animais de 
ambientes marinhos costeiros tem sido alvo de severa ação 
antropogênica (Zwarg et al. 2014), com causas e efeitos ainda 
obscuros, dificultando a identificação de espécies “sentine-
las” indicadoras de saúde ambiental (Aguirre & Lutz 2004).

Alterações bioquímicas, celulares ou moleculares nas 
células, fluidos corpóreos, tecidos ou órgãos de um organis-
mo podem ser utilizados como biomarcadores em respos-
tas à exposição a alterações ambientais, comportamentais, 
psicológicas ou fisiológicas (Lam & Gray 2003). Uma das 
características mais importantes dos biomarcadores é que 
sua avaliação antecipa mudanças nos altos níveis de orga-
nização biológica, isto é, população, comunidade ou ecos-
sistema (Monserrat et al. 2007).

Desta forma, os biomarcadores podem ser usados de 
forma preditiva, permitindo que sejam tomadas ações de 
controle antes que ocorram danos ambientais irreversíveis 
com consequências ecológicas severas (Cajaraville et al. 
2000). Os biomarcadores podem ser utilizados em estudos 
de campo que objetivam caracterizar áreas impactadas, 
onde uma complexa mistura de poluentes está normalmen-
te presente (Monserrat et al. 2007).

As tartarugas marinhas são consideradas espécies sen-
tinelas pois são acometidas pela fibropapilomatose, doença 
característica de ambientes poluídos e que é tida como um 
sinalizador do desequilíbrio ambiental marinho nas suas 
áreas de ocorrência (Aguirre & Lutz 2004). A inibição da 
atividade da colinesterase tem sido usada como bioindi-
cador para detectar e quantificar os efeitos biológicos de 
pesticidas organofosforados e carbamatos no ambiente 
aquático. 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 plasmática em tartarugas verdes 
(Chelonia mydas) no litoral do Arquipélago de Fernando de 
Noronha, Pernambuco, Brasil, para servir como referência 

para comparação com animais capturados em locais de 
maior impacto antrópico.

MATERIAL E MÉTODOS
O estudo foi realizado na Baia do Sueste, localizada no Arquipé-
lago de Fernando de Noronha, estado de Pernambuco (3°51´26”S 
e 32°25´33”O). A região possui duas Unidades de Conservação 
Federais, uma Área de Proteção Ambiental (APA) e o Parque Na-
cional Marinho e é caracterizada como uma importante área de 
alimentação e desova de Chelonia mydas (Babptistotte 2007). Pelo 
fato dos animais estarem em mar aberto, a captura manual teve 
perseguição contínua, prolongada, sendo necessário um tempo 
de mergulho e perseguição superiora 60 minutos, até a comple-
ta captura do indivíduo e seu transporte para a praia. As licenças 
para coleta, transporte e manipulação do material biológico foram 
concedidas pelo Sistema de Autorização e Informação em Biodi-
versidade (SISBIO)/ICMBio - IBAMA, sob registro número 26080.
Foram registrados de cada animal, as medidas de comprimen-
to curvilíneo da carapaça (CCC), largura curvilínea da carapaça 
(LCC) e peso. Os que foram encontrados sem identificação tive-
ram a colocação de marcas de monelinconel (National Band and 
Tag Co., USA) nas nadadeiras dianteiras, conforme metodologia 
padrão adotada pelo Projeto ICM-Bio/IBAMA (Marcovaldi & Mar-
covaldi 1999). O sexo dos animais não foi determinado devido à 
ausência de dimorfismo sexual externo nessa fase do ciclo de vida.

A coleta de sangue periférico foi realizada por venopunção do 
seio venoso cervical ou veia jugular, precedido de limpeza e an-
tissepsia adequadas com álcool iodado. O sangue foi transferido 
imediatamente para um tubo contendo 5ml de heparina (Vacutai-
ner®), mantido entre 2 e 8oC até o início do processamento, não 
excedendo 48 horas até o início 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 determinação da atividade plasmática da coli-
nesterase foi realizada por método enzimático cinético. A reação 
ocorre devido a ação catalítica da colinesterase na hidrolização 
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 absorbância é me-
dido a 405 nm e representa a intensidade da atividade enzimática. 
Para essa dosagem o teste apresenta limite mínimo de detecção 
de 50 U/L e a reação é linear até 25000 U/L.

Para análise estatística da dosagem de colinesterase foi rea-
lizado previamente um estudo de repetibilidade e reprodutibi-
lidade das amostras coletadas. Para a realização do teste de re-
petibilidade do método, procedeu-se a medição da atividade da 
colinesterase plasmática nas amostras de sangue de C. Mydas, 
efetuando 10 réplicas sucessivas nas mesmas condições de me-
dição. Para a realização do teste de reprodutibilidade do método 
de dosagem da atividade enzimática, procedeu-se a medição nas 
amostras mantidas a -20oC, variando a condição tempo (dia de 
medição/número de dias a -20oC).

Para avaliar os testes de repetibilidade e reprodutibilidade, 
determinou-se o erro padrão e o intervalo de confiança associa-
da ao método. Para o cálculo do intervalo de confiança, utilizou-
-se um grau de confiança de 95%. Além disso, o coeficiente de 
variação 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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vilíneo de carapaça (CCC) menor que 73,5cm. Os animais 
apresentaram CCC variando de 28,4 a 56,3cm, com média e 
desvio padrão 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 enzimática de 
colinesterase plasmática (Fig.2). Os valores obtidos de coli-
nesterase variaram de 162 a 379 UI/L, com média e desvio 
padrão de 216,4+51,4 UI/L.

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

Nos estudos de repetibilidade e reprodutibilidade obti-
veram-se coeficientes de variação menor que 5% em todas 
as análises, portanto a metodologia analítica utilizada se 
mostrou confiável. A repetibilidade expressa a fidelidade 
obtida nas mesmas condições operacionais, aplicadas em 
um curto intervalo de tempo pós coleta (inferior à 12 horas 
pós coleta, sob refrigeração). A reprodutibilidade designa a 
fidelidade da análise num intervalo de tempo, geralmente 
obtida em análises diárias. A principal função da reproduti-

bilidade é confirmar se determinada metodologia pode ou 
não ser executada em dias diferentes pós coleta, gerando 
resultados confiáveis dentro dos critérios estabelecidos. 
Assim, enquanto o termo repetibilidade se refere à precisão 
do método, a reprodutibilidade se refere à precisão na esta-
bilidade da atividade enzimática.

DISCUSSÃO
Das tartarugas marinhas avaliadas nesse trabalho, obser-
vou-se que todas apresentaram alguma atividade da coli-

Quadro 2. Resultado do estudo de reprodutibilidade da 
 atividade da colinesterase plasmática em tartaruga 

marinha (Chelonia mydas)

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

 Dia 1 329 167 182
 Dia 2 325 167 181
 Dia 3 325 164 180
 Dia 4 321 162 178
 Média 325,0 165,0 180,3
 Desvio Padrão 2,8 2,1 1,5
 Erro Padrão 1,4 1,05 0,75
 Intervalo 320,54 - 329,45 161,65 - 168,34 177,91 - 182,68
 de Confiança
 Coeficiente 0,87% 1,29% 0,82%
 de Variação

Quadro 1. Resultado do estudo de repetibilidade da  
atividade da colinesterase plasmática 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 Padrão 0,5 0,8 0,7
 Erro Padrão 0,15 0,25 0,22
 Intervalo 328,24 - 328,95 166,12 - 167,27 180,99 - 182,00
  de Confiança
 Coeficiente 0,15% 0,47% 0,37%
  de Variação

Fig.2. Demonstração da atividade da colinesterase plasmática em 
tartaruga marinha da espécie Chelonia mydas (n=35) captu-
radas no Arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco, 
Brasil.

Fig.1. Manejo dos animais após a captura na Baia do Sueste, Fer-
nando de Noronha. (A) Identificação e coleta de dados do ani-
mal capturado, (B) Coleta de sangue em seio venoso cervical 
para análise.
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nesterase plasmática. Entretanto, existem poucos estudos 
sobre contaminantes ambientais em répteis, se restringindo 
à efeitos de metais pesados em quelônios (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 presença de chumbo no or-
ganismo de peixes causa aumento dos níveis de histamina, 
serotonina, lipídeos, colesterol e proteínas séricas; mas 
causa a diminuição do GABA e da colinesterase plasmática. 
O chumbo pode ser incorporado através da inalação de va-
pores ou ingestão de sais de chumbo, principal via de expo-
sição dos animais. Após absorvido, este metal é distribuído 
pelos tecidos orgânicos e se deposita, principalmente, nos 
enterócitos e nos ossos. Por competir diretamente com o 
cálcio, deficiências nutricionais podem aumentar a absor-
ção deste contaminante. Em nível celular, essa competição 
pode levar a alterações de processos celulares dependen-
tes de cácio (como canais de cálcio voltagem-dependentes), 
a inativação de sistemas enzimáticos e a interferência na 
transmissão nervosa por colinesterses e dopamina, por 
exemplo (Hueza et al. 2008).

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

A inibição da colinesterase plasmática tem sido utiliza-
da como parâmetro indicativo de exposição a compostos 
organofosforados e carbamatos, porém a sua relação com 
metais pesados e organoclorados tem sido pouco estuda-
da (Jesus et al. 2013). Detergentes e hidrocarbonetos são 
substâncias que podem conter inibidores da colinesterase 
plasmática. No entanto, pouco se sabe sobre a relação entre 
as propriedades cinéticas da colinesterase de organismos 
aquáticos e o efeito inibitório de poluentes com ação anti-
colinesterásica (Monserrat & Bianchini, 2001).

Existem duas formas de se utilizar a atividade plas-
mática da colinesterase como bioindicadora. A primeira, 
é quantificar os indivíduos que apresentarem diminuição 
da atividade enzimática equivalente a duas vezes o desvio 
padrão da média obtida de todos os animais avaliados. A 
segunda forma, é identificar os animais que apresentarem 
diminuição da atividade equivalente a 20% da média obti-
da de todos os animais (Meyer et al. 2013).

Vários estudos avaliando a atividade da colinesterase 
em outras espécies foram realizados, porém, nenhum uti-
lizando tartarugas marinhas. Lajmanovich et al. (2004) 
observaram diminuição significativa da atividade enzimá-
tica em sapos (Bufo paracnemis) capturados em uma área 
rurais de agricultura quando comparados com outros cap-
turados em uma área controle. Sanchez-Hernandez (2004) 
encontrou diminuição significativa da enzima em lagartos 
(Gallotia galloti palmae) que ocupavam um local de agri-
cultura nas Ilhas Canárias. Meyer et al. (2013) realizaram o 
primeiro estudo em tartarugas de água doce (Emys marmo-
rata) e encontrou diminuição da atividade enzimática em 
animais influenciados por contaminação por pesticidas.

Segundo Gardner (2006), estudos realizados em áreas 
de alimentação ocupadas por juvenis de C. mydas em dife-
rentes regiões do globo sugerem que determinadas popu-
lações são fiéis aos seus sítios de forrageamento até atin-
girem a fase adulta, quando migram para outras áreas de 
alimentação onde a oferta de recursos alimentares é mais 
adequada ao novo hábito alimentar de herbivoria. Esse há-
bito, juntamente ao fato de possuirem atividade detectá-
vel da colinesterase plasmática, pode sugerir essa espécie 
como importante bioindicadora de exposição à 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 são desconhe-
cidos devido a escassez de pesquisas desses elementos em 
répteis aquáticos. Torna-se, então, difícil de interpretar a 
significância dos valores encontrados em relação aos níveis 
de normalidade nesses animais.

A longevidade das tartarugas marinhas da espécie C. 
mydas, o comportamento alimentar herbívoro, juntamente 
com o fato de possuirem atividade detectável da colineste-
rase plasmática, podem indicar essa espécie como bioin-
dicadora de exposição a poluentes que influenciam nessa 
atividade enzimática, principalmente em ambientes sob 
influência de atividades industriais. Para isso é necessá-
rio avaliar a atividade enzimática sob diferentes condições 
e exposições, tanto in situ por comparação entre locais 
quanto, ex situ, através de bioensaios. A possibilidade de 
se utilizar amostras sanguíneas possibilita o desenvolvi-
mento de estudos pouco invasivos e que permitam essa 
análise minimizando os óbices éticos do uso de animais 
em pesquisa.

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