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Introducéo

A quitina € um polissacarideo que compde o exoesqueleto dos artropodes e
enzimas que a degradam s&o produzidas por insetos e crustaceos e utilizadas no
processo de muda durante o crescimento (Chang, 1993). A quitobiase é uma destas
enzimas (Richards et al., 2008) e sua concentragdo nos organismos e meio
ambiente aquatico pode ser entdo utilizada para estimar o tempo de
desenvolvimento e/ou a producédo secundaria (Sastri & Dower, 2006). Além disso,
pode ser considerada como um potencial biomarcador de poluicdo em sistemas
aquéaticos (Zou et al., 1999; Richards et al., 2008). Porém, para estas aplicagfes, é
necessario conhecer como as propriedades cinéticas da enzima de espécies de
importancia ecolégica ou econbmica, como 0s crustaceos zooplanctonicos, sao
influenciadas pelos poluentes. Estudos com efeitos de poluentes persistentes como
metais, que sdo bioacumulados e biomagnificados, sdo desconhecidos. Assim, o
objetivo deste estudo foi caracterizar o efeito de metais sobre a cinética da atividade
da quitobiase no copépode Acartia tonsa.

Metodologia

Exemplares de A. tonsa foram coletados no estuéario da Lagoa dos Patos (Rio
Grande, RS), com auxilio de redes cilindro-cénicas (malha 200 um) e mantidos em
laboratério a 20°C, fotoperiodo 12h C:12h E, sendo alimentados com as microalgas
Thalassiosira weissfloggi e Isocrysis galbana, cultivadas em laboratério. Para
extracdo da enzima, os copépodes foram macerados em agua do mar artificial e
centrifugados. O sobrenadante foi filtrado (0,2 um) e utilizado nos ensaios. O
substrato MUFNAG foi dissolvido em DMSO e exposto a quitobiase presente no
sobrenadante da amostra. O produto da atividade enzimatica é fluorescente (MUF),
tendo sido medido por espectrofluorimetria, sendo para tal, realizadas curvas de
calibragcédo nas condicOes de teste. Testou-se um grupo controle (livre de metal) e os
efeitos da Ag e do Cd (até 1 uM), do Al, Cu, Pb e Zn (até 10 uM) e do Fe (até 100
HUM). Os resultados foram expressos em percentagem de fluorescéncia em relacéo
ao grupo controle (100%) e os dados foram submetidos a analise de variancia
seguida do teste a posteriori de Kruskal-Wallis (a=0.05).

Resultados e Discussao

Concentragdes acima de 0,001 uM de Ag, 1 pM de Fe ou Zn e 0,1 uM de Cu,
inibem significativamente a atividade da quitobiase (Fig. 1). Durante a calibracdo foi
constatado que o Cd e Pb per se geram fluorescéncia, a qual deve ser atribuida a
interacdo do metal com o substgrato (MUFNAG). Para o Al, ndo foi observada
interferéncia no método (Fig. 2).
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Figura 1. Efeitos do zinco, cobre, prata e ferro na atividade in vitro da quitobiase do
copépode Acartia tonsa.
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Estes resultados sugerem que a quitobiase de A. tonsa pode ser inibida in
vivo em ambientes poluidos por metais. Esta constatacdo possui implicacdes
ecoldgicas, tais como: distarbios no crescimento, aumentando a idade de primeira
maturacdo, maiores taxas de mortalidade e maior custo energético para o
crescimento. Estes efeitos implicam em uma redugéo da produtividade secundaria
local. Por sua vez, desequilibrios no crescimento causam rearranjos na trama tréfica,
ja que durante as distintas fases do crescimento, os copépodes predam e sé&o
predados por individuos de diferentes espécies.
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Figura 2. Efeitos do chumbo, cddmio e aluminio na atividade in vitro da quitobiase do
copépode Acartia tonsa.

Conclusdes

A metodologia utilizada para estimar a producdo secundaria a partir da
atividade da quitobiase deve ser calibrada para ambientes poluidos por metais, ja
que estes elementos sdo capazes de inibir a atividade enziméatica. Os resultados



apresentados também sugerem que a inibicdo enzimatica observada pode ser uma
potencial ferramenta a ser aplicada como biomarcador de poluicdo por metais em
ambientes aquaticos.
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