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RESUMO

As zonas costeiras sdo ambientes altamente sensiveis aos impactos causados pelas atividades
antropogeénicas, e 0 uso desenfreado destas areas vem gerando grande preocupa¢do, uma vez que
tais impactos estdo reduzindo drasticamente a biodiversidade destes ecossistemas. O
monitoramento destas areas € de grande valia para detectar os principais impactos e, assim, criar
medidas de prevencdo e mitigacdo, sendo realizado através da utilizacdo de biomarcadores, uma
vez que estas ferramentas proporcionam a andlise das respostas bioldgicas dos organismos a
exposicdo a contaminacdo ambiental. Desta forma, este trabalho objetivou avaliar a qualidade
ambiental de dois estudrios da costa do estado de Sdo Paulo que diferem quanto a densidade
demogréfica e politicas de preservacdo ambiental. Para tanto, exemplares de Sphoeroides
testudineus foram coletados em trés regides, sendo estas: AR — Estuario do Rio Una (Area
Referéncia - Mosaico Juréia Itatins), Al — Estuario de Cananéia (Complexo Estuarino Lagunar de
Cananeia Iguape) e A2 — Estuéario de Santos (Complexo Estuarino de Santos — Sdo Vicente). Os
animais foram analisados quanto a biomarcadores de diferentes érgédos (figado, branquias, sangue,
musculo e intestino) e niveis de organizacdo bioldgica a fim de proporcionar uma resposta
integrada quanto a saude do organismo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade
ambiental dos estuérios através da utilizacdo de biomarcadores amplamente utilizados em estudos
ecotoxicoldgicos (figado, branquias, musculo e sangue), bem como, avaliar a resposta do intestino
e dos neurbnios mioentéricos neste cenario. Em Al, as principais alteracdes nos biomarcadores
ocorreram principalmente no figado (alteracdes bioquimicas e histopatologicas); em A2, as
alteracbes foram mais expressivas nas branquias, intestino, muasculo e sangue, indicando
alteracdes sistémicas nos organismos coletados nesta regido. Conclui-se, portanto, que a reduzida
qualidade ambiental de A2 tem acarretado em alteracdes severas principalmente nas branquias e
intestino dos animais coletados.

Palavras chave: contaminacdo, estuario, baiacu, biomarcadores



ABSTRACT

Coastal zones are highly sensitive to the impacts caused by anthropogenic activities, and the
unrestrained use of these areas is of great concern since such impacts are drastically reducing the
biodiversity of such ecosystems. The monitoring of these areas is of great value to detect the main
impacts and, thus, to create prevention and mitigation measures. The use of biomarkers is widely
used in studies that evaluate environmental quality since this tool provides the analysis of
organisms' biological responses to exposure to environmental contamination. In this way, this
work aimed to evaluate the environmental quality of two estuaries located at the coast of the state
of Séo Paulo that differ in terms of population density and environmental preservation policies. In
order to do so, specimens of Sphoeroides testudineus were collected in three regions: AR- Rio
Una Estuary (Reference Area - Juréia Itatins Mosaic), Al - Cananéia Estuary (Lagunar Estuary
Complex of Cananéia lguape) and A2 - Santos Estuary (Estuarine Complex of Santos - Séo
Vicente). The animals were analyzed for biomarkers of different organs (liver, gills, blood,
muscle, and intestine) and levels of biological organization in order to provide an integrated
response to the health of the organism. Thus, the objective of this study was to evaluate the
environmental quality of the estuaries using biomarkers widely used in ecotoxicological studies
(liver, gills, muscle, and blood), as well as to evaluate the response of intestine and myenteric
neurons in this scenario. In Al, the main changes in biomarkers occurred mainly in the liver
(biochemical and histopathological changes); in A2, the alterations were more expressive in the
gills, intestine, muscle, and blood, indicating systemic alterations in the organisms collected in this
region. It is concluded, therefore, that the worse environmental quality of A2 has caused severe
alterations mainly in the gills and intestine of the animals collected.

Key-words: contamination, estuary, puffer fish, biomarkers
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INTRODUCAO GERAL E JUSTIFICATIVAS
Contaminagéo de ambientes costeiros

E sabido que as atividades humanas sdo responsaveis pelo declinio consideravel da
diversidade biolégica mundial (Lovejoy, 1997). Principalmente no ambiente marinho a sobre-
explotacdo de recursos pesqueiros, o descarte de lixo, a contaminagdo, a introducdo de espécies
exoticas e as mudancas climaticas vem causando alteracdes ecossistémicas e consequente reducédo
nas populacdes (Vikas e Dwarakish, 2015).

A presenga de contaminantes, o descarte de residuos inadequados e a perda de habitat
podem ser considerados problemas pequenos e pontuais quando analisados separadamente,
contudo, o estudo da poluicdo pode servir para analisar os eventos futuros causados pela
contaminacdo, antecipando os efeitos da poluicdo sobre a biota e, consequentemente, sobre toda a
diversidade bioldgica (Cross et al., 1985).

Aproximadamente cerca de trés bilhdes de pessoas vivem proximas as regiGes costeiras,
criando lagos totalmente dependentes de seus recursos, principalmente através da alimentacdo e
matéria prima fornecidas por estes ecossistemas (Moore et al., 2004). Contudo, a elevada
densidade demografica e o uso descomedido dos recursos ambientais geram consequéncias
desastrosas a estes ecossistemas, principalmente devido ao despejo de efluentes industriais e
domesticos (Moore et al., 2004).

Ambientes estuarinos levam atencdo especial por se tratarem de ambientes transicionais
parcialmente fechados, onde a &gua do mar é altamente diluida pelas dguas continentais (Trujillo e
Thurman, 1999). Por possuirem caracteristicas bioldgicas importantes do ponto de vista ecoldgico
e econbmico, estes ambientes frequentemente abrigam areas de elevada atividade antropogénica, o
que os torna altamente susceptiveis aos impactos ambientais (Trujillo e Thurman, 1999).

Diversos estressores podem ser encontrados nos ambientes estuarinos ao longo de todo o
mundo, sendo que, dentre os destaques encontram-se principalmente:

Fertilizantes, pesticidas e agroquimicos: estima-se que as atividades agricolas contribuam
em 50% com a poluicdo aquatica mundial através da geracdo de residuos (Duursma e Marchand,
1974). E reportado que estes residuos estio entre os agentes mais devastadores dos ecossistemas
aquaticos, prejudicando toda a cadeia trofica através de fendmenos como bioconcentracdo e
biomagnificacéo.

Esgoto e efluentes domésticos e industriais: O esgoto dispensado nos corpos aquaticos

contém uma gama de compostos domesticos e industriais, restos de animais, residuos de produtos
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de higiene, medicamentos, matéria organica, entre outros. A presenca de bactérias nestes efluentes
reduz a concentracéo de oxigénio dissolvido na agua, levando a hipdxia do ambiente.

Metais: Metais pesados e metais tracos sdo produtos de atividades industriais, e sdo
considerados perigosos para 0s organismos aquaticos quando estdo na forma de cétions, uma vez
que conseguem se ligar as cadeias curtas de carbono, podendo, entdo bioacumular nos organismos
e se concentrar ao longo dos anos. Dentre 0os metais que mais apresentam toxicidade para os
organismos estdo: mercurio, cadmio, prata, niquel, selénio, chumbo, cobre, cromo, arsénio e zinco
(Rainbow, 1995).

Compostos organicos: diversos compostos organicos sintéticos como organoclorados,
organofosforados, hidrocarbonetos policiclicos aromaricos (HPAS) e organometais vem causando
grande preocupacdo devido a sua elevada toxicidade e persisténcia no ambiente. Além disso, por
serem lipofilicos, tais compostos tem a capacidade de biocentracdo/bioacumulacdo (Ali e
Sreekrishnan, 2001).

Plastico: Os plasticos sdo compostos organicos sintéticos derivados do petréleo, sendo 0s
maiores poluentes macroscopicos dos oceanos, devido a sua versatilidade e amplo uso ao longo de
todo o mundo. Além disso, quando seus polimeros sdo submetidos a radiacdo UV, sao
fragmentados em porcdes cada vez menores e persistentes no ambiente, aumentando sua

disponibilidade aos diversos niveis tréficos (Derraik et al., 2002).
Conservacao da Zona Costeira — Estado de Sao Paulo

A Zona Costeira do Estado de S&o Paulo € dividida em quatro setores agrupados a fim de
melhorar a gestdo costeira, sendo estes: Litoral Norte, Baixada Santista, Complexo Estuarino
Lagunar de lguape-Cananéia e Vale do Ribeira. Toda esta extensdo mantém &reas preservadas
(SMA, 2005).

De maneira geral, os setores se diferenciam pelas diferentes atividades, sendo que o setor da
Baixada Santista se destaca principalmente pela elevada densidade demogréafica (cerca de 1,7
milhdes de habitantes), além de abrigar o maior porto da América Latina e o complexo industrial
de Cubatdo; o litoral Norte se caracteriza pelo turismo de veraneio e consequente especulagéo
imobiliaria, também possuindo atividades portuario-industriais em cidades como Sdo Sebastido e
Caraguatatuba; finalmente, a regido do Vale do Ribeira e do Complexo Estuarino Lagunar de
Cananéia Iguape possuem continuos de mata atlantica altamente preservados, associados a
pequenas cidades onde se predominam atividades pesqueiras, rurais e de turismo (Sousa e

Serafini, 2018).
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Embora todos os setores apresentem algum tipo de unidade de conservacao, a eficiéncia
destas depende intimamente da implementacdo dos instrumentos de gestdo, do conselho gestor e
do plano de manejo (Sousa e Serafini, 2018).

Devido a intensa agdo antropogénica, é necessario que haja programas de monitoramento
nos ambientes costeiros que avaliem a relacdo da biota com os impactos causados; para tanto,
existem programas de biomonitoramento, os quais se utilizam de parametros bioldgicos para
medir a qualidade do ecossistema através das respostas dos organismos em relagdo ao meio em
que vivem (Matthews et al., 1982), auxiliando assim na elaboracéo de planos de manejo destas
regides.

Durante muitos anos a avaliacdo da qualidade ambiental enfocava-se na deteccdo dos
contaminantes presentes nas porcdes abidticas do ecossistema (Van der Oost et al., 1996; Silva et
al., 2001). Os estudos de biomonitoramento direcionados a avaliacdo da acdo dos contaminantes
nos organismos Vivos sdo mais recentes, sendo amplamente utilizados em ambientes estuarinos
(Sardi et al., 2016; Oliva et al., 2017; Kammann et al., 2017).

A grande maioria dos estudos de monitoramento ambiental avaliam ambientes que s&o
altamente antropizados, deixando de lado areas marinhas protegidas (AMPs). As AMPs sdo areas
de protecdo estabelecidas para assegurar o bem-estar dos ambientes marinhos, preservando tais
patrimdnios para usufruto das populacGes futuras (Scherl et al., 2006). De forma geral, a intencéo
de uma AMP é garantir o equilibro dos processos ecossistémicos para que as diversas populaces
de organismos que ali habitam possam crescer e se reproduzir adequadamente (Houde, 2001).

Contudo, estas areas sdo planejadas e gerenciadas seguindo os critérios adotados para
unidades de conservacao terrestres, embora as diferencas entre elas sejam substanciais (Houde,
2001). Dentre os fatores que as diferenciam pode-se ressaltar que os ecossistemas marinhos séo
conectados em escalas mais amplas, uma vez que a maioria dos organismos aquaticos pode se
locomover por longas distancias (CNUDM, 1982).

Além disso, a 4&gua ndo respeita as fronteiras estabelecidas entre uma regido protegida e uma
regido nao protegida, carregando os contaminantes e os introduzindo nas AMPs a partir das areas
adjacentes (Pozo et al., 2009). Estas areas merecem atencgéo especial por se tratarem de ambientes
altamente ricos em biodiversidade, sendo muitas vezes vulneraveis a pesca e polui¢do (Jameson et
al., 2002).

Estudos que avaliam o efeito dos contaminantes sobre a biota destes ecossistemas sdo
escassos, e o0s disponiveis verificaram alteracfes nos sistemas biologicos causados pela presenca
de contaminantes (Gusso-Choueri et al., 2015; 2016; 2018).
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Desta forma, é necessario que haja o fortalecimento do monitoramento ambiental em todos
0S ecossistemas susceptiveis aos impactos antropogénicos a fim de viabilizar e promover politicas
e planos de manejo adequados para as areas protegidas, além de fornecer informacdes de areas nao
protegidas que viabilizem planos de remediagé&o.

OBJETIVOS GERAIS

Considerando a importancia da avaliacdo da qualidade ambiental de ambientes estuarinos,
este estudo objetivou avaliar se a poluicdo vem alterando as respostas bioldgicas de Sphoeroides
testudineus coletados em trés regides estuarinas com diferentes impactos antropogénicos e
politicas de protecdo ambiental.

Assim, este trabalho se divide em dois capitulos apresentados na forma de artigo cientifico:

Capitulo I: A partir da utilizacdo de biomarcadores amplamente utilizados e aceitos em
estudos que avaliam a qualidade ambiental, este artigo objetivou avaliar as respostas do figado e
das branquias a nivel bioquimico e morfoldgico, além das respostas genotdxicas no sangue e
atividade colinesterasica do musculo de Sphoeroides testudineus coletados em trés estuarios do
litoral do Estado de S&o Paulo.

Capitulo I1: A partir das respostas dos biomarcadores avaliados previamente e este trabalho
objetivou analisar as respostas do intestino do Sphoeroides testudineus através de biomarcadores
morfoldgicos, bioguimicos e neuronais (sistema nervoso entérico) e propor um novo modelo de

biomarcador a ser utilizado nas analises de qualidade ambiental.
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Capitulo I - Avaliacédo da qualidade ambiental de trés estuarios da costa de Sao Paulo

atraves da utilizacédo de biomarcadores morfofisiologicos em baiacu Sphoeroides testudineus.

Gabriela Pustiglione Marinsek 13, Denis Moledo de Souza Abessa?, Renata de Britto Mari'

tUniversidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias, Campus do Litoral Paulista -
Laboratorio de Morfofisiologia Animal (LABMA); 2Universidade Estadual Paulista, Instituto de
Biociéncia, Campus do Litoral Paulista - Nucleo de Estudos em Poluicéo e Ecotoxicologia
Aquética (NEPEA); 2Universidade Estadual Paulista, Instituto de Estudos Avancados do Mar
(IEAMar)

RESUMO

A crescente atividade antropogénica nos ambientes costeiros vem despertando grande
preocupacdo, principalmente quanto a conservacdo da biodiversidade. Desta forma, este estudo
objetivou avaliar a qualidade ambiental de trés estuarios localizados na costa do estado de S&o
Paulo, que diferem entre si quanto aos impactos antropogénicos e politicas de conservagdo. Para
tanto, exemplares de Sphoeroides testudineus foram coletados no Mosaico da Juréia Itatins (AR),
no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia Iguape (Al) e no Complexo Estuarino de Santos-
S&o Vicente (A2) e destinados a avaliacdo de multiplos biomarcadores (de diferentes niveis de
organizacdo) a fim de se promover uma avaliacdo integrada das alteracfes biolégicas decorrentes
dos contaminantes disponiveis em cada ecossistema. Assim, os animais foram avaliados quanto
aos biomarcadores somaticos (fator de condicdo - FC e indice hepatossomatico - IHS), amostras
de figado e branquias foram destinadas a analises bioguimicas (GPx, GST, GSH, LPO e Dano de
DNA) e histopatoldgicas, amostras de musculo foram destinadas a analise da AChE e amostras de
sangue periférico foram avaliadas quanto a presenca de micronudcleos (MN) e anomalias nucleares
(AN). Em Al, as respostas dos biomarcadores demonstraram alteragdes nos indices somaticos
(FC e IHS), nas defesas antioxidantes (aumento da expressdo da GST no figado e branquias) e no
score histopatoldgico do figado. Em A2, as respostas dos biomarcadores foram mais expressivas
indicando alteraces no FC, aumento da ocorréncia de MN e AN, alteracdes no sistema de defesa
antioxidante, aumento da AChE e LPO; o maior indice hepatossomético das branquias também
ocorreu nesta regido. Tais dados nos levam a sugerir que os animais coletados em Al sofrem
principalmente com alteracdes hepatoldgicas no figado, que pode ser decorrente da presencga de
metais na agua e no sedimento desta regido. Em A2, as respostas foram mais expressivas e
sistémicas, indicando alteragdes no organismo de maneira geral, sendo vinculadas principalmente
a complexa mistura de contaminantes organicos e inorganicos presente em A2. Conclui-se que a
utilizacdo de multiplos biomarcadores € mais eficiente em analises de diagndstico ambiental, e que
os animais de A2 demonstram maiores alteracfes bioldgicas, sugerindo que a pior qualidade
ambiental deste estuario vem causando alteracdes sistémicas em S. testudineus.

Palavra-chave: Poluicdo aquatica, histopatologia, baiacu
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ABSTRACT

The increasing anthropogenic activity in the coastal environments has aroused great concern,
mainly regarding the conservation of biodiversity. In this way, this study aimed to evaluate the
environmental quality of three estuaries located on the coast of the state of Sdo Paulo, which differ
from one another in terms of anthropogenic impacts and conservation policies. For this purpose,
specimens of Sphoeroides testudineus were collected from the Juréia Itatins Mosaic (AR), the
Lagunar Estuary Complex of Cananéia Iguape (Al) and the Santos-S&o Vicente Estuarine
Complex (A2) for evaluation of multiple biomarkers levels) in order to promote an integrated
assessment of biological changes due to contamination. Thus, the animals were evaluated for
somatic biomarkers (condition factor - CF and hepatosomatic index - IHS), liver samples and gills
were used for biochemical analyzes (GPx, GST, GSH, LPO, and DNA damage) and
histopathological samples of muscle were analyzed for AChE and peripheral blood samples were
evaluated for the presence of micronuclei (MN) and nuclear abnormalities (NA). In Al,
biomarkers responses showed changes in somatic indices (CF and IHS), antioxidant defenses
(increased GST expression in the liver and gills) and histopathological liver score. In A2, the
biomarkers responses were more expressive, indicating changes in CF, increased MN and AN
occurrences, alterations in the antioxidant defense system, increased AChE and LPO; the highest
hepatosomatic index of the gills also occurred in this region. These data lead us to suggest that the
animals collected in Al suffer mainly from hepatological changes in the liver, which may be due
to the presence of metals in the water and sediment of this region. In A2, the responses were more
expressive and systemic, indicating changes in the body in general, being mainly the oldest
interactions of organic and inorganic compounds present in A2. It concludes that the use of
multiple biomarkers is more efficient in environmental diagnostic analyzes, and suggesting that
the worse environmental quality of this estuary has been causing systemic alterations in S.
testudineus.

Key-words: Aquatic pollution, histopathology, pufferfish

19



1. INTRODUCAO

Ambientes de transi¢cdo, como ambientes estuarinos, sdo altamente valiosos devido aos seus
recursos ecoldgicos e econdémicos (Costanza et al., 1997). Contudo, sdo vulneraveis, na mesma
proporcao, aos efeitos da contaminacao principalmente por serem a rota final para o descarte de
uma vasta gama de substancias produzidas por atividades antropogénicas, que, concomitantemente
com o desenvolvimento urbano desenfreado, contribuem para a degradacdo ambiental destes
ecossistemas (Kennish, 2017).

A reducdo da qualidade das aguas e sedimento em virtude da presenca de compostos
organicos e inorganicos pode afetar a biodiversidade, além de reduzir os recursos naturais
disponiveis. Por esta razdo, existe a necessidade do desenvolvimento e aprimoramento de métodos
para identificar, estimar e comparar 0s riscos causados pela presenca destes contaminantes, a fim
de se promover o manejo adequado e a preservacdo destes ecossistemas (Cajaraville et al., 2000;
Kruger, 2001).

A avaliacdo da qualidade ambiental dos estuérios € particularmente desafiadora devido as
intensas variagbes dos fatores abidticos, uma vez que tais oscilacbes podem alterar a
disponibilidade e a toxicidade dos contaminantes (Amado et al., 2006). Além disso, em ambientes
naturais 0s contaminantes se transformam em misturas complexas, 0 que requer maiores cuidados
na escolha dos métodos avaliativos, a fim de que estes fornecam um diagndstico realista acerca da
salde do organismo e, por conseguinte da degradacdo ambiental (Cazanave et al., 2009).

Neste contexto, os biomarcadores podem ser considerados ferramentas valiosas para
avaliacdo da qualidade ambiental de ambientes estuarinos e costeiros (Gusso-Choueri et al., 2015,
2016), uma vez que podem detectar os primeiros sinais de injdrias nos organismos. Estes, por sua
vez, podem ser definidos como respostas de efeito ou exposicdo, que avaliam a acdo dos
contaminantes em fluidos corporais, células e tecidos (Livingstone, 1993; Peakall, 1994).

Atualmente sdo utilizadas uma variedade consideravel de marcadores bioldgicos,
moleculares, bioquimicos, fisioldgicos e histo-citopatologicos (Au, 2004). Torna-se relevante
destacar que a utilizacao destes biomarcadores tem sido bem empregada em estudos de campo que
objetivam caracterizar areas impactadas onde ocorrem complexas misturas de poluentes (Bainy et
al., 1996; Geracitano et al., 2004; Amado et al., 2006), no entanto poucos estudos integram as
alteragOes em diferentes orgéos e niveis de organizagéo biologica.

Estudos que integrem respostas em diferentes niveis de organizacdo biologica podem

fornecer informagdes mais completas e especificas acerca da saude dos individuos e do
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ecossistema, além de quantificar os impactos sofridos pelos organismos em niveis bioquimicos,
celulares, teciduais e somaticos (Linde-Arias et al., 2008; Cazenave et al., 2009).

Avaliacdo de lesdes histopatoldgicas e alteragdes enzimaticas sdo amplamente utilizadas em
estudos de monitoramento ambiental, principalmente em érgdos como figado e branquias (Akaishi
et al., 2004; Mouchet et al., 2006). Embora as alteracdes histopatoldgicas ndo apresentem relagéo
especifica com o contaminante, estudos vém reportando a ocorréncia de danos celulares e
teciduais em peixes expostos a xenobidticos como PCBs, HPAs, metais pesados, pesticidas,
esgoto domestico, efluentes portuéarios e industriais e misturas complexas de contaminantes
(Standfor et al., 2003; Fonseca et al., 2011; Dyk et al., 2012; Kumar et al., 2017; Ballesteros et al.,
2017).

Alteracdes histopatoldgicas nas branquias geralmente estdo associadas a efeitos agudos da
contaminacdo (Zodrow et al., 2004). Patologias como fusdo das lamelas secundéarias foram
relatadas em estudos que analisaram efluentes de industrias de papel clorado, esgoto e presenca de
cobre na agua (Pacheco e Santos, 2002; Arellano et al., 1999; Valdez Domingos, 2001). Além
disso, descolamento epitelial, proliferacdo de células de muco e hipertrofia celular e tecidual
foram observadas em situacOes de exposicdo a HPAs, pesticidas clorados e PCBs (Ali e
Sreekrishnan, 2001; Shailaja e Silva, 2003). Estas alteracdes podem causar prejuizos nas trocas
gasosas e osmorregulacdo, uma vez que mudancas na morfologia branquial aumentam a distancia
entre as células epiteliais e os capilares sanguineos.

Por sua vez, o figado é responsavel pelos processos de metabolizacédo e absorcéo e, portanto,
relaciona-se a exposicdo crénica a xenobidticos. A incidéncia de patologias como areas necroticas,
centros melanomacrofagicos, esteatose e disturbios circulatorios, estdo associadas, principalmente,
a contaminantes como HPAsS, pesticidas, metais pesados e mistura de contaminantes (Stentiford et
al., 2003; Oliveira Ribeiro et al. 2005; Schmalz et al., 2002; Louiz et al., 2018).

Tais alteracGes e sua relacdo com os poluentes vém gerando grande preocupagédo por parte
de pesquisadores, uma vez que 0s impactos ambientais na zona costeira representam efeitos na
salide dos organismos e consequente impacto nos alimentos de origens estuarinas.

Desta forma, este estudo objetivou avaliar trés estuarios da costa do Estado de Séo Paulo,
distintos quanto as politicas de protecdo ambiental, usos permitidos e impactos antropogénicos a
fim de fornecer, de forma integrada, dados acerca da saude dos animais e da qualidade ambiental
dos estuarios avaliados. Para tanto, foram quantificadas respostas em diferentes niveis de
organizacdo bioldgica (biomarcadores bioquimicos, genotoxicos, morfoldgicos e somaticos) em

uma especie de peixe demersal (Sphoeroides testudineus).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Regibes de Estudo

As regides utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho estdo localizadas ao longo do
Litoral do Estado de Sao Paulo e se diferenciam, principalmente, pela densidade demografica,
desenvolvimento urbano e impactos antropogénicos. Além disso, foram classificadas de acordo
com a forma de protecdo e usos permitidos, conforme disposto pelo Sistema Nacional de
Unidades de Conservacdo — SNUC (Brasil, 2000). Os ambientes avaliados foram o estuario da
Barra do Una, o estuario de Cananéia e o estuério de S&o Vicente:

O Estuério da Barra do Una encontra-se localizado no litoral sul do Estado de S&o Paulo e
esta inserido dentro do Mosaico de Unidades de Conservacao Juréia-ltatins (24°28'3.16"S 47°
6'45.77” O). Trata-se de um mosaico de unidades de conservacdo com aproximadamente 80.000
hectares que confere manutencdo aos ecossistemas da regido (Oliveira, 1993), e, portanto,
denominada neste trabalho com area referéncia (AR).

O Estuério de Cananéia esta inserido no sistema Estuarino Lagunar de Cananéia Iguape
(APA-CIP) (24°40” S 25°05” S), uma Area de Protecdo Ambiental, e, portanto, de uso sustentavel,
reconhecida como parte da Reserva da Biosfera da Mata Atlantica e como patriménio mundial
desde de 2000 pela UNESCO. Contribuindo para a formacdo do complexo estuarino lagunar, o
Rio Ribeira despeja, através de um canal artificial conhecido como Valo Grande,
aproximadamente 70% das aguas fluviais que compde o complexo APA-CIP. Embora situado em
uma provincia metalogénica com depdsitos naturais de Pb e Zn, esta regido foi palco de atividades
mineradoras ao longo de todo o século XX o que promoveu depdsitos de metais pesados como Pb,
Zn, Cu, Cr e As nas aguas e sedimentos dos rios. No estudrio a presenca destes metais foi
considerada moderada (Mahiques et al., 2009) mas capaz de causar danos bioldgicos nos
organismos viventes (Gusso-Choueri et al., 2015, 2016, 2018). Além da presenga de metais
pesados, esta regido engloba trés municipios que ndo possuem infraestrutura sanitaria adequada e,
portanto, despejam seus eflueOntes nas aguas do estuario (Moraes e Abessa, 2014). Esta localidade
foi denominada area 1 (Al).

Localizado na regido metropolitana da Baixada Santista, o Estudrio de Santos (Sistema
Estuarino de Santos-S&o Vicente) (23°58'52.03"S 46°23'52.72” O) ¢ conhecidamente impactado
por acBes antropogénicas como: atividades decorrentes do Porto de Santos, considerado o maior
porto da América Latina, contaminacéo por efluentes doméstico e industriais, residuos gerados por

embarcacdes, além de abrigar um dos maiores polos industriais do pais, o polo industrial de
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Cubatdo (Lamparelli et al., 2001). Os principais contaminantes encontrados neste sistema
estuarino sdo hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHS), bifenilas policloradas (PCBs) além
de metais e metaloides como Pb, Zn, Hg, Ni, Cr, Cu e As (Perina et al., 2018). Além disso,
também vem sendo relatado a presenca de drogas ilicitas e medicamentos (Pereira et al., 2016)
(Figura.l).

Atlantic Ocean

Figura 1. Mapa do litoral do Estado de Sdo Paulo evidenciando as trés regifes de estudo: AR — Estuario do Rio Una,
Al — Complexo Estuarino lagunar de Cananéia Iguape e A2 — Sistema Estuarino de Santos — Séo Vicente.

Amostras de &gua destas trés localidades foram analisadas quanto temperatura e oxigénio
dissolvido (OD) através de um medidor multiparametro com sonda de oxigénio dissolvido, quanto
ao pH através da utilizacdo de papel indicador de pH e quanto a salinidade por meio de um

refratdmetro/salindmetro manual.

2.2. Coleta e Preparacdo de Amostras

O baiacu Sphoeroides testudineus € um peixe com habito territorialista e pouca capacidade
natatdria que se alimenta principalmente de animais filtradores como moluscos bivalves além de
gastropodes e crustaceos (Targett, 1978), caracteristicas que o tornam um modelo biol6gico em
potencial.

Em cada uma das regides de estudo foram coletados 10 especimes de S. testudineus

utilizando redes de arrasto, os quais foram transportados para o laboratério e mantidos em
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aquarios para aclimatacdo por um periodo de 24 horas. Ap6s os animais foram eutanasiados com
solucdo de benzocaina a 50 ppm (diluida em 1ml de acetona) em solugdo aquosa, pesados (g) e
medidos quanto ao comprimento total (cm). Em seguida, foram coletadas amostras de figado,
branquias, muasculo e sangue periférico para as andlises de biomarcadores bioguimicos,
genotoxicos e morfoldgicos,

Todos os procedimentos envolvendo a experimentacdo animal foram aprovados pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (Anexo | - 04/2017— CEUA) do IB-CLP.

2.3. Biomarcadores Somaticos

2.3.1. Determinacao do fator de condicdo (FC) e indice hepatossomatico (IHS)

Para a determinacdo do fator de condicédo (FC), foram obtidos o peso total e 0 comprimento
total dos organismos capturados, que foram aplicados na equacéo adotada por Vazzoler (1996). O
FC é utilizado a fim de se investigar o grau de rigidez que o organismo se encontra em

determinado ambiente, que reflete no bem-estar do animal (Le Cren, 1951).

FC= Wf,f“b

Onde,
W = peso total
Lt = comprimento total

b = coeficiente da relacdo peso-comprimento

O indice hepatossomaético indica o peso do figado em relacdo ao peso corporal total, (Al-

Ghais, 2013) e é calculado pela equagéo:

IHS = Fffpr x 100

Onde,
P¢= peso do figado
Pt = peso total

2.4. Biomarcadores Genotoxicos

2.4.1. Teste do micronudcleo e anomalias nucleares em sangue periférico
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Ap0s anestesia amostras de sangue periférico foram coletadas a partir da nadadeira caudal e
imediatamente dispostas em laminas de microscopia. Apos realizar o esfregaco, as ldaminas foram
fixadas em etanol PA durante 30 minutos e coradas com laranja de acridina. A visualizagdo de
micronlcleos (MN) e anomalias nucleares (AN) foi realizada a partir da andlise de 2000
eritrocitos/animal sob um microscépio de epifluorescéncia Leica® com 1000x de ampliacdo. Os
testes de MN foram realizados de acordo com Heddle (1973) e Schmid (1975), enquanto que ANs

(blebbed, lobed, vacuolated e notched) foram caracterizadas de acordo com Carrasco et al. (1990).

2.5. Biomarcadores Bioguimicos
2.5.1. Determinaces bioquimicas

Amostras de figado, branquias e musculo foram extraidas e mantidas a -80°C até o inicio das
andlises. O figado e as branquias foram homogeneizados a 4% w/v em tampao Tris-HCI (Tris 50
mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, sacarose 50 mM, KCI 150 mM, PMSF 1 mM, pH 7,6). Apos,
aliquotas dos homogenatos foram separadas para quantificacdo de dano em DNA e
lipoperoxidacdo (LPO). O restante da amostra foi centrifugado a 12.000 g durante 20 mina 4 °C, e
aliquotas deste sobrenadante foram separadas para as analises de atividade das enzimas glutationa-
S-transferase (GST) e glutationa peroxidase (GPx), bem como para quantificacdo da glutationa
total (GSH).

Amostras de tecido muscular também foram homogeneizados a 2.5% w/v em tampao fosfato
(0.1 M, pH 7.5). Apéds centrifugacdo a 12 000 x g durante 20 minutos a 4° C, aliquotas do
sobrenadante foram utilizadas para analises da atividade de acetilcolinesterase (AChE)

A cinética da GST (Keen et al., 1976), GR (McFarland et al., 1999) e GPx (Sies et al., 1979)
foi determinada por espectrofotometria a 340 nm e a quantificacdo da GSH foi analisada a 415
nm. A anélise de atividade da AChE no mdusculo foi realizada a 415 nm usando o método
colorimétrico proposto por por Ellman et al. (1961).

Os niveis de hidroperdxidos de lipidio foram quantificados pelo método de FOX (Jiang et
al., 1992) baseado na oxidagdo de Fe?* mediada por peréxidos em condicBes &4cidas para a
formac&o de Fe3* (leitura realizada a 550-570 nm) e a quantificacdo de danos de DNA foi avaliada
atraves do ensaio de precipitacao alcalina (Olive, 1988), quantificando vestigios de DNA através
fluorescéncia (Gagné e Blaise, 1993). O método consiste na separacédo de vestigios livres de DNA

do DNA gendmico que apds coloracdo com Hoechst é quantificado através de fluorescéncia (Aex
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360 nm e Aem 450 nm). Para calibracdo, foi utilizada uma curva padrao de DNA gendmico de
esperma de salmao.

Finalmente, todos os resultados foram normalizados pelas concentracdes de proteina, as
quais foram determinadas por espectrofotometria a 595nm (Bradford, 1976) utilizando BSA
(proteina albumina do soro bovino) como padrdo. As leituras de absorbancia e fluorescéncia foram

realizadas em leitor de microplacas (Biotek-Synergy ™ HT).

2.6. Biomarcadores Morfologicos

2.6.1. Analise histopatologica e morfométrica

Segmentos de figado e branquias foram fixados em formaldeido diluido em solucdo aquosa
a 10% e submetidos aos procedimentos histoldgicos padrdes. Em seguida, foram obtidos de cada
animal 3 cortes semi-seriados de 5um de espessura cada, que foram corados com Hematoxilina-
Eosina para analise morfoldgica e histopatoldgica proposta por Bernet et al. (1999).

As lesbes foram identificadas de acordo com o fator de importancia (w) pré-estabelecido
conforme a gravidade da lesdo, sendo (1) para lesGes com importancia patoldgica minima, ou seja,
lesbes facilmente reversiveis, (2) para lesbes intermediarias e (3) para lesdes com elevada
importancia patoldgica que séo, geralmente, irreversiveis e acarretam em perda parcial ou total da
funcdo do 6rgao.

As anomalias encontradas nos orgaos avaliados foram classificadas de acordo com um score
(a) que varia de 0 a 6 dependendo do grau e extensdo da lesdo, sendo que O representa nenhuma
ocorréncia e 6, ocorréncia muito frequente. Em seguida, o fator de importancia foi multiplicado
pelo score e, assim, obtido indice da alteracdo. Para calcular o indice total de alteracdo
histopatoldgica do 6rgéo foi realizada a somatdria do fator de importancia x score (alteracéo total
=2 (w*a)).

O figado dos animais foi submetido a analise macroscopica e, em seguida a confecgédo das
laminas histologicas foi realizada para quantificacdo de hepatocitos por campo microscopico
(aumento 400x). Foi avaliado um total de 10 campos/area (AR, Al e A2), sendo contabilizado um
campo/lamina/animal.

A analise morfométrica das branquias foi realizada a partir de uma adaptacdo de Nero et al.
(2005). Foram capturadas aleatoriamente duas fotomicrografias (aumento 100x) de cada um dos
cortes disponiveis em cada ldmina, totalizando 6 fotomicrografias/animal. A partir da imagem

capturada as mensuragfes foram realizadas em cada uma das lamelas secundérias que apareciam
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completamente na imagem, sendo que as medidas obtidas foram: comprimento das lamelas
secundarias (CLS), largura da lamela secundaria (LLS), distancia inter-lamelar (DIL) e espessura
do epitélio basal (EEB). Para as medidas de LLS e DIL foram realizadas trés medidas
representando as porcoes basal, medial e apical da lamela, obtendo-se uma média dos resultados.
A espessura do epitélio basal foi mensurada 6 vezes por imagem capturada, sendo duas
medidas realizadas no inicio, meio e fim do epitélio amostrado, respectivamente. A partir destas
medidas foi realizada uma média da EEB por corte. O esquema das mensuracdes esté representado

na figura 2.
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Figura 2. Representacdo da metodologia utilizada para mensuracdo das branquias de Sphoeroides testudineus: (CLS)
— comprimento da lamela secundaria, (LLS) — largura da lamela secundaria, (DIL) — distancia inter-
lamelar e (EEB) — espessura do epitélio basal.

Para analise da densidade de células mucosecretoras do epitélio branquial 3 cortes semi-
seriados de 5 um de espessura foram corados com acido perioddico de Schiff e contra-corados com
Azul de Alcian (pH 2,5) para evidenciacao das células secretoras de muco neutro (PAS+) e acido
(AB+). Foram realizadas duas fotomicrografias no aumento de 400x das lamelas secundaria,
totalizando 6 fotos por animal. Apds, foram contadas todas as células secretoras de muco PAS+ e
AB+,

2.7. Tratamento de dados

Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para a verificacdo da

normalidade e teste de Levene para avaliar a homocedasticidade. Foram testadas diferencas
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estatisticas para os valores médios de cada variavel (n=10) pelo teste de variancia (ANOVA),
seguido pelo teste de Tukey, quando seguidas as premissas para 0 uso de testes parametricos.
Quando violadas essas premissas, o teste de Kruskal-Wallis foi empregado seguido pelo pos-teste
de Dunn’s. O nivel de significancia foi de 5%.

Para avaliar a significancia das diferencas entre os conjuntos de dados das regides estudadas
(AR, Al e A2) uma andlise unifatorial multivariada foi aplicada. Um total de 30 animais foi
avaliado (10 exemplares de cada &rea) e 19 varidveis incluindo biomarcadores morfoldgicos,
bioquimicos e genotoxicos. As matrizes foram analisadas pela anélise de variancia multivariada
permutacional (PERMANOVA) (Andreson, 2001) para testar o fator “estuario” (AR vs. Al vs.
A2). Foi utilizado a = 0,05. Apds a estrutura da matriz expressa pela analise multivariada foi

visualizada através da Ordenacdo Multidimensional Nao-Métrica de Escalonamento (n-MDS).

3. RESULTADOS

Os parametros fisico-quimicos obtidos durante a coleta nas trés areas de estudo dos estéo

apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Dados fisico-quimicos da agua das regides de coleta (AR — Mosaico Juréia Itatins, Al -
Complexo Estuarino Lagunar Cananéia Iguape Peruibe e A2 - Complexo Estuarino de Santos
— Séo Vicente).

Locais de Coleta  Salinidade Oxigénio Dissolvido (mg/l) Temperatura (°C) pH
AR 20 6,4 23,4 7
Al 25 7,3 21,6 6
A2 25 6,0 24,4 7

No que diz respeito aos parametros corporais, foi observado que em relagdo aos animais de
AR, houve uma reducdo expressiva de 63% no peso corporal dos animais de A2, e um pequeno

aumento, ainda que néo significativo, nos animais de Al (tabela 2).
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Tabela 2. Comprimento e peso médio * desvio padrdo dos exemplares de Sphoeroides testudineus
coletados no Mosaico Juréia lItatins (AR), no Complexo Estuarino Lagunar Cananéia Iguape
Peruibe (A1) e no Complexo Estuarino de Santos — Sdo Vicente (A2).

Locais de Coleta Peso () Comprimento (cm)
AR 140,9 + 56,42 195+2,32
Al 167,05 + 7,32 19,3 + 2,622
A2 52,11 + 21,8 17,7+ 3,32

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas pelo teste ANOVA

3.1. Fator de Condic&o e indice Hepatossomatico

O fator de condicdo (FC) e o indice hepatossomético (IHS) diferiram estatisticamente
(p<0,05, ANOVA) entre as regides AR, Al e A2. Os maiores valores foram observados em Al,
onde o FC foi cerca de 60% maior que A2 e o IHS foi aproximadamente 50% mais elevado, em
relacdo a AR (Figuras 3).
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Figura 3. (A) Fator de condicdo e (B) indice hepatossomatico de Sphoeroides testudineus coletados no
Mosaico Juréia — Itatins (AR), no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia — Iguape (A1) e no

Complexo Estuarino de Santos — So Vicente (A2). * Letras diferentes indicam diferencas estatisticas
(p<0,05).

3.2. Micronucleo e Alteracdes Nucleares

Os resultados da ocorréncia de micronucleos e alteragdes nucleares totais encontrados no

sangue periférico do baiacu S. testudineus estdo representados graficamente na figura 4. A maior
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ocorréncia de micronucleos e alteracdes nucleares (p<0,001, ANOVA) foi verificado em A2,

seguido por Al e AR.
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Figura 4. Densidade de micronucleos (A) e anomalias nucleares (B) encontradas nos eritrocitos de
Sphoeroides testudineus coletados no Mosaico Juréia — Itatins (AR), no Complexo Estuarino
Lagunar de Cananéia — Iguape (A1) e no Complexo Estuarino de Santos — Sao Vicente (A2).
* Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05).

3.3. Biomarcadores bioquimicos

Foram observadas alteracBes nos biomarcadores bioquimicos dos diferentes Orgaos
analisados (figado e branquias) em Al e A2 quando comparados com a area referéncia (AR).

Nas brénquias a atividade da GPx e GST diferiram estatisticamente (p<0,001, ANOVA) em
A2 quando comparado com as demais regides de estudo (AR e Al), sendo que a atividade da GPx
aumentou cerca de 30% e a atividade da GST foi reduzida em aproximadamente 50%. As defesas
antioxidantes ndo enzimaticas (GSH) ndo diferiram entre as regides. No figado a atividade
enzimatica da GPx e GST diferiram estatisticamente (p<0,05, ANOVA) havendo reducdo na
atividade de ambas as enzimas em A2. Embora tenha sido reduzida também nesta regido néo

houve mudancas significativas entre as areas para GSH (Figura 5).

30



GPx Branquia GST Branquias GSH Branquias

I,

AR A1 a2 AR A1 ] AR A1 2

(g}

800 22

©

20

mol.mi mg prot
g &
©
W
nmol.min" .mg prot"
3 8 2 & &
mol.mi mg prot
© ~ ©
s 3

“ o ® B3 8
s

°

D GPx Figado GST Figado GSH Figado

m

800 28

ab b 26 ab
7
a
600 . 2
20
s 18 b
¥ 16
14
)
)
Al a2

AR A1 A2 AR

8
2R
5 8 ] ]

nmol.min® mg prot”
8

nmol.min™ mg prot
nmol.min" mg prot*

]

3

n.

AR A1 2

N
8
& ® 3 B

[

Figura 5. Resposta dos biomarcadores de exposi¢cdo de Sphoeroides testudineus no Mosaico Juréia —
Itatins (AR), no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia — lguape (Al) e no Complexo
Estuarino de Santos — S&0 Vicente (A2). Atividade da glutationa peroxidase (GPx) nas
branquias e figado (A) e (D), atividade da glutiona s-tranferase (GST) nas branquias e figado

(B) e (E) e glutationa total (GSH) das branquias e figado (C) e (F). * Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas (p<0,05).

Os biomarcadores de efeito (LPO, Dano de DNA e AChE) também apresentaram variagdes
entre 0s Orgdos e regides avaliadas. A atividade da acetilcolinesterase muscular (AChE) foi

significativamente maior em A2 (p<0,001, ANOVA) em relacdo a AR e Al (Figura 6).
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Figura 6. Atividade da acelticolinesterase (AChE) muscular de Sphoeroides testudineus coletados no
Mosaico Juréia — Itatins (AR), no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia — Iguape (Al) e no

Complexo Estuarino de Santos — S0 Vicente (A2). * Letras diferentes indicam diferencas estatisticas
(p<0,05).
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A presenca de lipoperdxidos no figado e nas branquias foi substancialmente menor em Al
(p<0,05, ANOVA) quando comparado com AR e A2. Antagonicamente, a avaliacdo de danos de
DNA evidenciou valores reduzidos em A2 (p<0,05, ANOVA) (Figura 7).
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Figura 7. Respostas dos biomarcadores de efeito de Sphoeroides testudineus coletados no Mosaico Juréia —
Itatins (AR), no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia — Iguape (Al) e no Complexo
Estuarino de Santos — S&o Vicente (A2). Peroxidagdo lipidica (LPO) nas branquias (A) e figado

(C) e danos de DNA nas branquias (B) e figado (D). *Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
(p<0,05).

3.4. Anédlise Histopatoldgica e Morfométrica

O figado dos animais coletados em AR apresentou caracteristicas macroscopicas normais
em comparacdo com as demais regides. Em Al o figado apresentou-se amarelado, indicando
presenca de gordura, além de ser ligeiramente maior que AR. Em A2 o figado dos animais foi

significativamente menor e apresentou coloracdo mais escura em relacdo as demais regides
(Figura 8).
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Figura 8 - Analise macroscdpica e microscopica do figado de Sphoeroides testudineus coletados no
Mosaico Juréia — Itatins (AR), no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia — Iguape (Al) e no
Complexo Estuarino de Santos — Séo Vicente (A2) indicando a diferenca na morfologia e no
tamanho do 6rgdo de cada uma das regides.

A andlise da densidade de hepatdcitos demonstrou diferengas significativas entre as areas
(p<0,05, ANOVA), onde a maior densidade ocorreu em A2, seguido por AR e Al (Figura 9).
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Figura 9. Densidade de hepatécitos por individuo de Sphoeroides testudineus coletados no
Mosaico Juréia — Itatins (AR), no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia — Iguape
(A1) e no Complexo Estuarino de Santos — S&o Vicente (A2). *Letras diferentes indicam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey

O indice histopatolégico total do figado e das branquias diferiu significativamente (p<0,001,
ANOVA) entre as regides estudadas (AR, Al e A2), sendo os maiores valores obtidos em Al e
A2 (Figura 10).
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Figura 10. indice histopatoldgico do figado e das branquias de Sphoeroides testudineus coletados no
Mosaico Juréia — Itatins (AR), no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia — Iguape (Al) e
no Complexo Estuarino de Santos — So Vicente (A2). * Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas (p<0,05).

O figado dos animais coletados na area referéncia (AR) demonstrou padrdes histologicos

normais e baixo indice histopatolégico com ténue ocorréncia de processos inflamatorios e
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degenerativos. Contudo, os animais coletados em Al e A2 apresentaram indices histopatoldgicos
elevados, sendo que o maior indice foi observado em Al com ocorréncia de lesdes como
infiltracdo leucocitéria, inclusdes fibrilares, necrose e hipertrofia celular. Em A2 as patologias que
se destacaram foram colestase, esteatose, centros melanomacrofagicos (CMM) e necrose (Figura
11e12).
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Figura 11. Les0es histopatologicas de maior ocorréncia encontradas no figado de Sphoeroides testudineus
coletados no Mosaico Juréia — Itatins (AR), no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia —
Iguape (A1) e no Complexo Estuarino de Santos — Sao Vicente (A2)
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Figura 12.Fotomicrografias das lesdes histopatoldgicas mais relevantes encontradas no figado de
Sphoeroides testudineus coletados Mosaico Juréia — Itatins (AR), no Complexo Estuarino
Lagunar de Cananéia — Iguape (A1) e no Complexo Estuarino de Santos — Sdo Vicente (A2).
A: Centros melanomacrofagicos (CMM), B: colestase (setas finas), C: esteatose hepética
(setas ndo preenchidas), D: inclusdes fibrilares (IF), E: ponto de necrose (cabeca de seta) e F:
infiltracéo linfocitaria (*). Hematoxilina-Eosina (HE).
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As branquias analisadas dos animais coletados em AR também se apresentaram
morfologicamente normais com ocorréncias pontuais de patologias circulatérias e inflamatérias. O
indice histopatologico mais elevado ocorreu em A2 seguido por Al, onde pode-se observar lesbes
inflamatorias, progressivas e regressivas como a presenca de infiltracdo leucocitéria, hiperplasia,
degeneracéo e fusdo lamelar (Figura 13 e 14).
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Figura 13. LesBes histopatolégicas de maior ocorréncia encontradas nas branquias de Sphoeroides
testudineus coletados no Mosaico Juréia — Itatins (AR), no Complexo Estuarino Lagunar de
Cananéia — Iguape (A1) e no Complexo Estuarino de Santos — S&o Vicente (A2).
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Figura 14. Fotomicrografias das lesfes histopatolégicas mais relevantes encontradas nas branquias de
Sphoeroides testudineus coletados no Mosaico Juréia — Itatins (AR), no Complexo Estuarino
Lagunar de Cananéia — Iguape (Al) e no Complexo Estuarino de Santos — Sdo Vicente (A2).
A: Infiltracdo linfocitaria (seta branca), B: hiperplasia lamelar (setas finas), C: fusdo lamelares
(FL) e D: descolamento epitelial (setas). Hematoxilina-Eosina (HE).

Os dados morfométricos das branquias indicaram aumento no comprimento das lamelas
secundarias (CLS) em Al, bem como aumento da largura das lamelas secundarias (LLS) e

espessura do epitélio basal (EEB). Nao houve alteragdes significativas na distancia inter-lamelar
(DIL) entre os grupos (Figura 15).
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Figura 15. Morfometria das branquias de Sphoeroides testudineus coletados no Mosaico Juréia — Itatins
(AR), no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia — Iguape (A1) e no Complexo Estuarino de
Santos — Séo Vicente (A2). CLS — comprimento da lamela secundaria. LLS — largura da lamela
secundaria, DIL — distancia inter-lamelar e EEB — espessura do epitélio basal

Diferencas consideraveis também foram observadas na contagem de células muco-secretoras
PAS+ e AB+, onde ocorreu aumento expressivo (p<0,05, ANOVA) na densidade de células PAS+
e AB+ apenas em Al.

3.5. Analise Multivariada

Através da analise multivariada foi possivel constatar que o fator “estudrio” diferiu
significativamente entre as regides estudadas (p<0,001, PERMANOVA). O grafico plotado a
partir da matriz analisada demonstrou separacdo consideravel entre os estuarios, sendo que no eixo
x foi possivel visualizar claramente a separacdo do Sistema Estuarino de Santos — S&o Vicente —
A2 dos demais estuarios analisados (AR e Al). Contudo, a separagdo de AR e Al no eixo y
também indica que estes estuarios apresentam diferencas na matriz de biomarcadores, indicando

uma separacao mais ténue (Figura 16).
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Figura 16. Andlise de n-MDS indicando a separacdo das regifes avaliadas através de analises
multivariadas (PERMANOVA). AR - no Mosaico Juréia — Itatins, A1 - Complexo Estuarino
Lagunar de Cananéia — Iguape e A2 - Complexo Estuarino de Santos — S&o Vicente.

4. DISCUSSAO

Os indices somaticos indicam o estado de saude geral dos peixes, bem como possiveis
alteracBes na alimentacdo, alocacdo de energia no figado e producdo de gametas (Sutton et al.,
2000; Kleinkauf et al., 2004). Desta forma, sdo amplamente utilizados em estudos que avaliam a
qualidade ambiental, sendo que os principais sdo o fator de condicdo (FC), que relaciona peso e
comprimento corporal, determinando o estado geral do organismo em seu habitat, e o indice
hepatossomatico (IHS) que possibilita a quantificacdo do estoque energético do animal, sendo que
as alteracBes neste ultimo indice sdo comumente relacionadas a exposicdo a contaminantes
(Braga, 1986; Rosety-Rodrigues et al., 2002).

Os biomarcadores somaticos que apresentaram maiores valores de FC e IHS foram relatados
nos animais coletados em Al (Estuario de Cananéia). Alguns estudos reportam que peixes
coletados em &reas contaminadas apresentam reducdo no FC e aumento no IHS (Adams e Ryon,
1994; Van der QOost et al., 1996), sugerindo que os animais de Al apresentam as melhores
condicdes de desenvolvimento e alimentacdo (maior FC), bem como maiores alteragcdes hepaticas
decorrentes de alteracdes metabdlicas (Teles et al., 2006).

Em virtude do habito alimentar carnivoro de Sphoeroides testudineus, o valor elevado do
IHS pode estar associado a fendmenos como bioacumulacdo de poluentes, principalmente de

metais, altamente encontrados nesta regido (Cruz et al., 2014; Gusso-Choueri et al., 2015). A
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disponibilidade de metais pesados pode estar favorecendo também o aumento FC em Al, uma vez
que o peso do figado reflete no peso total do organismo (Gusso-Choueri et al., 2015, 2016, 2018).
Além disso, estudos demonstram a relacéo entre o aumento do FC e a presenga de contaminantes
(Alberto et al., 2005; Tajeda-Vera et al., 2007), sendo que este aumento se justifica pela elevada
disponibilidade de alimento nestes locais, mesmo na presenca de contaminantes, sugerindo que a
populacdo optou por investir em crescimento e reproducéo (Oost et al., 2003).

Com relacdo as defesas antioxidantes dos animais coletados em Al, apenas ocorreu varia¢do
na atividade da GST das branquias e figado. Esta enzima esta especialmente relacionada a defesa
antioxidante e eliminacdo de compostos xenobidticos, e sua conjugacdo com a GSH, protege as
células contra danos promovidos pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) (Rodriguez-Ariza et
al., 1991). Desta forma, a elevada atividade da GST no figado dos animais de Al pode ser
entendida como aumento da biotransformacdo na fase Il de metabolizacdo de xenobi6ticos,
indicando a capacidade do figado em detoxificar tais compostos (Oliveira et al., 2009; Narra et al.,
2017).

Os niveis de peroxidacéo lipidica (LPO) nas brénquias dos animais de Al foram menores
do que o encontrado na area referéncia (AR), o que pode indicar que as demais defesas
antioxidantes ndo quantificadas estdo promovendo um combate eficiente contra as ROS. Alguns
autores que também constataram a reducdo de LPO em animais que habitavam ambientes
contaminados e sugeriram que, embora a reducdo dos niveis de peroxidacdo lipidica ndo apontem
a contaminacdo ambiental, deve-se levar em consideracdo o fato de que animais estdo
constantemente expostos aos poluentes, e, portanto, podem ter atingido um ponto de saturacdo
(Pandey et al., 2003).

Um dos produtos da lipoperoxidacdo é o malonaldeido, um composto altamente reativo
responsavel por induzir danos nas moléculas de DNA (Wang e Liehr, 1995). A auséncia de LPO
nos orgdos avaliados na regido Al pode estar associada a auséncia de danos de DNA, uma vez que
0S peixes apresentam a capacidade de se adaptar as condi¢des oxidativas através da mobilizacéo
das defesas antioxidantes (Lackner, 1998).

Ainda se tratando do estuario de Cananéia, (Al), as principais lesdes histopatologicas
relatadas foram observadas no figado. Este oOrgdo € responsavel pela detoxificacdo e
biotransformacdo de compostos xenobidticos (Van der Oost et al., 2003), tornando-se alvo
constante de contaminantes ingeridos (Rodrigues e Fanta, 1998). Nos animais coletados em Al as
alteracdes patoldgicas que mais ocorreram foram infiltracdo leucocitaria, inclusdes fibrilares,

necrose e hipertrofia das células e do 6rgdo. Tais patologias indicam degradacdo ambiental crénica
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e tentativa de defesa pelos mecanismos inflamatorios do organismo (Poleksic et al., 2010).
Majoritariamente, inclusGes fibrilares significam a substituicdo de um tecido altamente
especializado (hepatdcitos) por tecido conjuntivo, que por sua vez € menos vulneravel aos efeitos
dos contaminantes (Poleksic et al., 2010). Tal substituicdo pode estar associada ao elevado indice
hepatossomatico (IHS) e, consequentemente, ao aumento do fator de condi¢cdo (FC) observados
nos animais coletados em nesta regido.

A ocorréncia de necrose hepatica vem sendo observada em estudos que avaliam
contaminantes ambientais de diferentes naturezas (Simpson et al., 2000; Pacheco e Santos, 2002;
Schmalz et al., 2002; Marty et al., 2003; Stehr et al., 2003; Stentiford et al., 2003; Oliveira Ribeiro
et al., 2005) e a presenca de pontos necroticos pode causar problemas funcionais e estruturais no
figado (Stentiford et al., 2003), podendo levar até mesmo faléncia do 6rgdo (Rabitto et al., 2005).

Possivelmente as caracteristicas histopatoldgicas do figado dos animais de Al podem estar
relacionadas a presenca de metais na referida area, uma vez que estudos pretéritos ja encontraram
niveis elevados destes contaminantes tanto na biota (Gusso-Choueri et al., 2015, 2016, 2018),
como no sedimento da APA CIP (Cruz et al., 2014). Estes contaminantes podem estar causando
lesbes mais severas especificamente no figado dos individuos, uma vez que este 6rgdo é
responsavel por metabolizar tais compostos.

Nas branquias, as alteracfes relatadas foram menos expressivas, contudo houve aumento
significativo no nimero de células mucossecretoras PAS+ e AB+, resultados que indicam a
tentativa de defesa do organismo contra os contaminantes disponiveis na agua, 0 que pode
explicar o score histopatologico reduzido nas branquias desta regido (Mallatt, 1985). Além disso,
0 aumento da secrecdo de muco pelas branquias ja foi relatado por estudos anteriores que
avaliaram a exposicao de peixes a metais pesados, amplamente encontrados no complexo APA-
CIP (Mallat et al., 1985).

A capacidade protetora das células de muco advém da presenca de mucinas e glicoproteinas
que formam uma barreira contra xenobioticos, impedindo que sejam absorvidos pelo epitélio
branquial (Perry e Laurent, 1993). Contudo, é importante ressaltar que 0 aumento excessivo da
producdo de muco nas branquias, bem como o espessamento do epitélio basal (EBB) podem
prejudicar as trocas gasosas ao longo das lamelas secundéarias (Nero et al., 2006), resultados
observados nos animais coletados em Al.

Além disso, 0 aumento no comprimento e largura das lamelas secundéarias (CLS e LLS),
ainda que nao significativos, indicam alteracbes morfologicas adaptativas a poluicdo, a fim de

aumentar a superficie de contato para compensar as trocas gasosas e 0 excesso da producdo de
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muco. Alguns estudos relataram a reducdo na morfometria das branquias durante a exposicao de
peixes a substancias como areias betuminosas e metais pesados dissolvidos em agua (Nero et
al.,2006; Montaser et al., 2010). Possivelmente a saude das branquias de S. testudineus coletados
em APA-CIP (A1) encontra-se com score histopatologico menor (em relacdo a A2) devido ao fato
de que, embora este local sofra com a presenca de metais pesados e matéria organica nas aguas
estuarinas, ainda assim destaca-se por ser uma area de protecdo ambiental de uso sustentavel
(APA), 0 que sugere que esta regido tenha uma melhor qualidade ambiental.

O Complexo Estuarino de Santos — Sdo Vicente (A2) caracterizando-se como um
ecossistema que sofre com o despejo constante de efluentes domésticos e industriais, 0 que
prejudica o desenvolvimento dos organismos viventes nesta regido (Lamparelli et al., 2001),
caracteristicas que classificam este estuario como poluido, justificando a reducdo do fator de
condigdo (FC) dos animais coletados nesta area. Além da reducdo significativa do fator de
condicdo, a diversidade de contaminantes encontrados neste estudrio também refletiu em
alteracBes genotdxicas (constatadas através da presenca de microndcleos e anomalias nucleares)
no aumento da expresséo da acetilcolinesterase muscular (AChE).

A presenga de microndcleos é decorrente de alteracBes cromossdmicas em células que
sofreram danos ao material genético e ndo foram reparadas, podendo ativar as vias apoptoticas ou
necroticas da célula lesionada (Omar et al., 2000), ocasionando danos irreversiveis ao organismo.
A presenga de microndcleos e anomalias nucleares vem sendo relatada em peixes que tiveram
contato com metais, herbicidas e HPAs (Brinkmann et al., 2014; Leveroni et al., 2017; Gusso-
Choueri et al., 2018), contaminantes amplamente encontrados no complexo estuarino de Santos —
Séo Vicente (Bicego et al., 2006; Perina et al., 2018;)

A atividade da acetilcolinesterase dosada na musculatura do S. testudineus foi
significativamente maior no Sistema Estuarino de Santos — Sao Vicente (A2) em relacdo as
demais areas de estudo. Além de desempenhar a funcdo amplamente conhecida de hidrolisar a
acetilcolina, as trés isoformas descritas da acetilcolinesterase também estdo envolvidas em
diversas outras funcbes bioldgicas como, por exemplo, crescimento e diferenciagdo celular
(Sperling et al., 2008), adesao celular (Paraoanu e Layer, 2008) e apoptose (Zhang et al., 2002). A
expressdao da AChE pode ser induzida durante o processo de apoptose em diversos tipos celulares,
principalmente para auxiliar na formacdo de apoptossomos (Parker et al., 2004). Desta maneira,
sugere-se que o aumento da expressdo de AChE em A2 pode estar relacionado, principalmente a

processos apoptoticos induzidos pela pressdo antropica neste ecossistema.
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Com relacdo as defesas antioxidantes, maiores variagdes foram relatadas nesta area (A2),
tais como a inducdo da atividade da GPx nas branquias e inibicdo no figado e inibicdo da GST
tanto nas branquias como no figado. A glutationa peroxidase (GPx) é amplamente conhecida por
fornecer protecdo as células reduzindo peroxidos de hidrogénio (H.O2) em &gua, evitando a
formacdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) (Oliveira et al., 2009). O aumento da atividade
da GPx nas branquias em A2 pode estar relacionado principalmente a disponibilidade de
contaminantes que induzam a formagdo de H>O- nesta &rea em especial. Como demonstrado em
estudos pretéritos, misturas complexas de contaminantes sdo capazes de induzir o aumento da
atividade da GPx (Ahmad et al., 2006; Fonseca et al., 2011).

Embora a atividade da GPx tenha aumentado nas branquias em A2, as demais defesas
antioxidantes do S. testudineus coletados no SESS foram inibidas. Tal inibigdo vem sendo relatada
em ambientes estuarinos que contém diversos contaminantes como metais, efluente de esgoto
doméstico e descarte de residuos agricolas (Demerdash e Elagamy, 1999; Gul et al., 2004; Maria
et al., 2009; Modesto e Martinez, 2010), e pode ser explicada devido a elevada concentracdo de
poluentes no ambiente, uma vez que quando tal concentracdo excede a capacidade enzimatica em
metabolizar tais compostos, ocorre a inibicdo da enzima (Fonseca et al., 2011). Estudos anteriores
descreveram a relacdo positiva entre 0 aumento da atividade da GST e o aumento da concentracdo
de contaminante, até determinada concentracdo. Quando tal concentracdo é excedida, a atividade
enzimatica comeca a decair progressivamente (Elia et al., 2003; Vieira et al., 2009).

Em relacdo a histopatologia, 0 maior score observado em A2 ocorreu nas branquias. As
branquias participam de inGmeras fungdes importantes nos peixes como respiracao,
osmorregulacdo e excrecdo, estando constantemente em contato com os contaminantes dissolvidos
na agua (Mazon et al., 2002; Fernandes e Mazon, 2003). LesGes histopatoldgicas nestes érgdos
podem ser interpretadas em decorréncia, principalmente, de contaminacdo aguda (Zodrow et al.,
2004). Assim, o maior indice histopatoldgico nas branquias dos animais coletados em Sé&o Vicente
pode ser explicado devido a uma gama de estressores disponiveis na coluna d’agua como altas
concentragdo de nutrientes (Braga et al., 2000; Hortellani et al., 2008), bifenilas policloradas
(PCBs) e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH) (Bicego et al., 2006; Martins et al., 2011)
além de surfactantes (Martins et al., 2010), medicamentos e drogas ilicitas (Pereira et al., 2016)
que sdo despejados no estuario diariamente.

Estudos anteriores que avaliaram contaminantes como pesticidas, hidrocarbonetos do
petréleo, PAH, PCBs e metais pesados também relataram patologias branquiais em peixes, como

descolamento do epitelio lamelar, aneurismas, hiperplasia e consequente fusédo lamelar e aumento
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das células secretoras de muco (Alazemi et al., 1996; Arellano et al., 1999; Erkmen et al., 2000;
Mondon et al., 2001; Cengiz e Unlu, 2002; Pacheco e Santos, 2002; Moore et al., 2003),
corroborando com o observado neste estudo.

As alteracbes mais encontradas nas branquias de S. testudineus foram infiltracdo
leucocitéria, hiperplasia, degeneracdo e fusdo lamelar, danos que podem resultar em problemas
respiratorios e osmorregulatorios nos organismos, além de reduzir as trocas gasosas prejudicando
0 organismo como um todo (Skidmore e Tovell, 1972; Yasser e Naser, 2011).

De acordo com os dados apresentados anteriormente, os animais coletados em ambas as
regibes estuarinas avaliadas (Al e A2) apresentam indicios de injurias decorrentes da poluicédo
ambiental. De maneira geral, os animais coletados no Sistema Estuarino de Santos Sdo Vicente
(A2) apresentaram pior estado de saide, demonstrando mais respostas nos biomarcadores como
reducdo no FC, maior ocorréncia de micronucleos e anomalias nucleares, alteracdes nas defesas
enzimaticas antioxidantes e patologias severas nas branquias nos levando a sugerir que a
contaminacdo nesta regido age de maneira sisttmica no organismo. Em contrapartida, 0s
resultados observados nos animais coletados no Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape
(A1) se concentraram no figado, principalmente como alteragdes histopatoldgicas severas.

Tais resultados também foram sustentados pela analise multivariada, que demonstrou
diferencas significativas entre as regides, especialmente no grafico de n-MDS onde é possivel ver,
claramente, a separacédo das regides entre Unidades de Conservacéo, onde AR e Al se agruparam
no eixo X, e areas nao preservadas (A2). Destaca-se que a separacdo de AR e Al no eixo y pode
ser consequéncia das modalidades de UCs implantadas em cada uma destas regides, visto que AR
esta situada em um mosaico de UCs, o que confere manutencéo a biodiversidade.

Os resultados deste estudo também demonstraram que os usos de ferramentas que avaliem
respostas em diferentes niveis de organizacdo bioldgica séo fundamentais para um diagnéstico
ambiental mais realista, visto que ainda que ndo sejam observadas respostas em niveis
bioquimicos, danos mais severos podem estar ocorrendo em niveis teciduais. Concluimos e
reforcamos a importancia da utilizacdo de biomarcadores integrados para utilizacdo em programas
de biomonitoramento, além de sugerirmos o uso de analises histopatologicas uma vez que estas
sdo alteracOes observadas em casos onde a lesdo se torna bastante acentuada e, portanto, nao
podem ser mascaradas por meio de alteragdes abidticas (como pode ser observado nos
biomarcadores bioquimicos). Além do mais, os resultados dos biomarcadores aqui apresentados
sdo considerados respostas de curto e médio prazo aos contaminantes disponiveis no meio

aquatico. Assim, os ambientes avaliados devem ser monitorados e medidas mitigatdrias devem ser
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exploradas a fim de evitar que tais danos sejam irreversiveis a biota, afetando a biodiversidade

local.
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RESUMO

A pressdo antropica nos ambientes estuarinos vem crescendo de maneira exponencial nos Gltimos
anos, 0 que exige maior acompanhamento de tais ecossistemas. A utilizacdo de biomarcadores ¢é
crescente nos estudos que avaliam a qualidade ambiental, e a busca por novos modelos é de
extrema importancia para a contribuicdo de tais analises. Desta forma, este estudo objetivou
avaliar as alteracGes morfofuncionais no intestino de uma espécie de peixe demersal (Sphoeroides
testudineus) em trés estuérios do litoral do estado de Sdo Paulo que diferem entre si por meio das
politicas ambientais e pressdes antropogénicas e propor, assim, a utilizacdo deste érgdo como um
biomarcador para analises de qualidade ambiental. Para tanto, foram coletados 10 exemplares de
S. testudineus em cada uma das regides avaliadas (AR — Mosaico Juréia Itatins; A1 — Complexo
Estuarino Lagunar de Canenéia Iguape e A2 — Complexo Estuarino de Santos — Sao Vicente).
Apos a coleta, o intestino distal dos exemplares foi submetido as técnicas de anélise histoldgica,
marcacdo neuronal das subpopulacBes geral, metabolicamente ativa (NADH-dp) e nitrérgica
(NADPH-dp), bem como para anélises bioquimicas das enzimas GPx, GST, GSH, dano de DNA e
LPO. Apo6s a matriz de biomarcadores utilizados foi submetida a andlise estatistica
(PERMANOVA) a fim de verificar se existe distin¢do entre os estuarios avaliados. A presenca de
contaminantes de origens distintas vem afetando principalmente a morfometria das camadas
estratigraficas que compde o intestino, onde foi relatado aumento da espessura da parede intestinal
em A2. Além disso, os contaminantes de Al e A2 foram responsaveis por alterar o metabolismo
neuronal (Al) bem como a expressdo de neurotransmissores como Oxido nitrico (A2). As
alteragfes bioquimicas foram menos expressivas em todas as regides avaliadas. A analise
estatistica demonstrou diferenca significativa entre as areas, sendo que Al e A2 se agruparam no
grafico gerado, possivelmente devido a presenca de contaminantes. Desta forma, conclui-se que o
sistema nervoso entérico se apresenta como um biomarcador relevante e deve ser considerado em
analises que avaliam a qualidade ambiental.

Palavras-chave: Peixe; sistema nervoso entérico; histologia; bioquimica; poluicéo.
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ABSTRACT

Anthropogenic pressure in estuarine environments has been increasing exponentially in the last
years, which requires more monitoring of these ecosystems. The use of biomarkers is increasing in
studies that evaluate environmental quality, and the search for new models is extremely important
for the contribution of such analyzes. The objective of this study was to evaluate the
morphofunctional changes in the gut of a demersal species of fish (Sphoeroides testudineus) in
three estuaries along the coast of the state of Sdo Paulo, which differ from each other through
environmental policies and anthropogenic pressures, and the use of this organ as a biomarker for
environmental quality analyzes. For this, 10 specimens of S. testudineus were collected in each of
the evaluated regions (AR - Juréia Itatins Ecological Station, Al - Canenéia lguape Estuary and
Botany Estuary - A2). After collection, the distal intestine of the specimens was submitted to
histological analysis, neuronal labeling of the general, metabolically active (NADH-dp) and
nitrergic (NADPH-dp) subpopulations, as well as for biochemical analyzes of GPx, GST, GSH,
DNA damage, and LPO. Afterward, the matrix of biomarkers used was submitted to statistical
analysis (PERMANOVA) in order to verify if there is any distinction between the evaluated
estuaries. The presence of contaminants of different origins has mainly affected the morphometry
of the stratigraphic layers that make up the intestine, where it was reported an increase in the
thickness of the intestinal wall in A2. In addition, A1l and A2 contaminants were responsible for
altering neuronal metabolism (A1) as well as the expression of neurotransmitters such as nitric
oxide (A2). Biochemical changes were less expressive in all the regions evaluated. Statistical
analysis showed a significant difference between areas, with Al and A2 being grouped in the
generated graph, possibly due to the presence of contaminants. Thus, it is concluded that the
enteric nervous system presents as a relevant biomarker and should be considered in analyzes that
evaluate the environmental quality.

Key words: fish, enteric nervous system, histology, biochemical analysis, pollution.
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1. INTRODUCAO

As regides costeiras sdo ambientes de elevada concentracdo demografica que tém sofrido,
nas Ultimas décadas, alteracdes na estrutura e funcionamento de seus ecossistemas em virtude de
acOes antropogénicas, o que tem impactado diretamente 0s ambientes marinhos e estuarinos.
Devido as caracteristicas fisico-quimicas e geomorfoldgicas os ambientes estuarinos sdo ainda
mais susceptiveis ao acimulo de matéria organica e de contaminantes (Du Laing et al., 2009).
Desta forma, existe um crescente esforco no desenvolvimento de estudos e novas metodologias
que avaliem a presenca de contaminantes nestes ambientes e 0s relacione com 0s possiveis danos
causados a biota (Cajaraville et al., 2000; Kruger, 2001).

Os poluentes que alcancam estes ecossistemas podem se diluir na agua, se depositar no solo
ou até mesmo se associar a particulas em suspensao (Riba et al., 2004; Abessa et al., 2005), sendo
facilmente incorporados pelos organismos através da absorcdo dérmica ou nas branquias e ou pela
via alimentar. A exposicdo pela via alimentar pode ocorrer por meio da ingestdo direta dos
compostos ou pela ingestdo de animais ou materiais contaminados, o que pode gerar a
transferéncia trofica, levando a bioacumulacdo e biomagnificacdo (Riba et. al., 2004), e o
consequente disparo de efeitos toxicos sobre a biota exposta a poluicao.

Neste contexto, os biomarcadores vém sendo uma ferramenta largamente utilizada para
avaliar a qualidade ambiental de diferentes ecossistemas, dentre os quais se destacam analises
relacionadas a alteracbes enzimaticas (Tyor e Pahwa, 2018; Moraes et al., 2018), genotoxicas
(Hussain et al., 2016; Khan et al., 2018), mutagénicas (Araujo et al., 2014), hematoldgicas
(Akbary et al., 2018) e histopatoldgicas (Ghisi et al., 2016; Jordanova et al., 2017; Ratn et al.,
2018).

Os compostos toxicos presentes na agua agem diretamente nos 6rgdos que estdo em contato
direto ou indireto com o ambiente externo, como, por exemplo, o trato gastrointestinal (TGI); e
sua presenca pode mascarar ou inibir sinais quimicos relevantes ou até mesmo causar danos aos
receptores de membrana (Baatrup, 1990). O contato do TGI com 0s contaminantes pode ocorrer
diretamente via alimentacéo, ingestdo de 4gua ou sedimento, tornando-o alvo de xenobidticos.

O TGI vem ganhando espaco nas discussdes cientificas ao longo dos Ultimos anos, em
especial por sua elevada complexidade. Este Orgdo representa uma grande interface entre o
organismo e o ambiente, desempenhando duas fungdes principais: regulacdo da absor¢édo de agua,

eletrolitos e nutrientes disponiveis no limen e prote¢do do organismo por meio de mecanismos
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imunogénicos e ndo imunogénicos, contra patdgenos e substancias estranhas como antigenos e
fatores pré-inflamatorios (Farhadi et al., 2003).

Dentre os fatores que controlam o TGI e que o tornam ainda mais complexo, destaca-se 0
sistema nervoso entérico (SNE). Esta porcdo do sistema nervoso autbnomo é responsavel por
regular os reflexos do TGI, de maneira independente das aferéncias centrais, por meio da acéo de
dois plexos principais, 0 plexo submucoso e 0 mioentérico através da acao de mais de 40 tipos
diferentes de neurotransmissores, como acetilcolina, 6xido nitrico, VIP, GABA, ATP e serotonina,
entre outros (Furness, 2018; Furness e Stebbing, 2017). Além do controle de todas as funcGes
digestivas e hormonais, 0 SNE desempenha um importante papel na manutencdo da homeostase
imunoldgica gastrointestinal (Furness, 2006).

Embora seja capaz de controlar as fungdes do TGI de maneira autbnoma, o SNE relaciona-
se com o sistema nervoso central (SNC) através de uma via bidirecional regulada pelos sistemas
nervoso, imune e enddcrino (Kelly et al., 2015), a qual harmoniza as funcbes dos Orgaos
envolvidos em condic@es fisioldgicas e patoldgicas (Lerner e Mathias, 2016).

Contudo, atualmente os estudos sobre a comunicacdo entre 0 SNC e o SNE vém
demonstrando que esta relacdo é altamente complexa e envolve, também, a microbiota intestinal,
compondo o eixo SNC-SNE-microbiota (De Palma et al., 2014; Carabottti et al., 2015; Mayer et
al.,, 2015; Wang et al., 2016). Alguns fatores extrinsecos ao organismo podem alterar a
composi¢do da microbiota intestinal, alterando também os metabdlitos secretados no limen, o que
ird resultar em interacdes anormais no eixo SNC-SNE-microbiota. Dentre os principais fatores que
podem comprometer a sinalizacdo destacam-se fatores geogréaficos, ciclo de vida, estresse,
infeccdes, alimentacdo e substancias quimicas (Cresci; Emmy-Dawden, 2015; Lerner; Mathias,
2015; Lerner et al., 2015; Mathias et al., 2016; Lerner; Mathias, 2016).

Estudos recentes desenvolvidos com roedores vém demonstrando que a interacdo de
substancias quimicas com o TGI pode comprometer a expressdo de neurotransmissores,
prejudicando a comunicagdo no eixo SNC-SNE-microbiota. Dentre as substancias avaliadas
destacam-se o bisfenol (BPA), herbicidas como o 2,4D, fluoreto e micotoxinas (Correa et al.,
2011; Pereira et al., 2013; Sousa et al., 2014; Souza Melo et al., 2017; Szymanska e Gonkowski,
2018).

Ainda séo escassos 0s estudos que avaliam os efeitos dos contaminantes no TGI de peixes,
mas sabe-se que presenca de substancias toxicas nos ambientes podem gerar inUmeros
comprometimentos comportamentais, principalmente natatorios e predatorios (Weis, 2001) devido

a alteracoes fisioldgicas de neurdnios motores (Scott e Sloman, 2004; Pereira et al., 2016; Chen et
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al., 2017). Tais comprometimentos podem, em longo prazo, prejudicar os diversos niveis tréficos
dependentes da populacédo afetada, uma vez que podem alterar o fluxo energético da cadeia tréfica
do ecossistema em questéo.

Diante do apresentado e considerando que o TGI de peixes pode entrar em contato com o0s
contaminantes disponiveis no ambiente aquatico e que este 6rgdo possui importante papel
fisiolégico e comportamental nos organismos, este trabalho objetivou avaliar as alteracbes na
morfofisiologia do intestino de um peixe demersal (Sphoeroides testudineus) em trés estuarios do
litoral Paulista com diferentes tipos de pressdo ambiental decorrente de agOes antropogénicas e,
assim, avaliar a aplicabilidade de um novo modelo de biomarcadores para diagndsticos de

qualidade ambiental.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Bioindicador

O modelo biolégico utilizado para o desenvolvimento deste estudo foi o baiacu pintado
Sphoeroides testudineus, em virtude de ser uma espécie abundante nos ecossistemas estuarinos do
litoral do Estado de Sdo Paulo. Pertencentes a familia Tetraodontidae, estes animais possuem
quatro placas dentéarias que possibilitam que os mesmos se alimentem de animais filtradores como
moluscos bivalves, gastrépodes e crustaceos (Targett, 1978).

O hébito alimentar de S. testudineus faz com que o mesmo seja suscetivel aos contaminantes
pela ingestdo de alimentos e agua. No mais, 0 baiacu possui caracteristicas que o tornam um bom
modelo biol6gico por um conjunto de aspectos: os animais apresentam estreita relacdo com o
ecossistema bentdnico e habito ndo migratério, o que Ihes permite completar seus ciclos de vida

no mesmo local, estando constantemente expostos aos poluentes da mesma regiao.

2.2. Regides de Estudo

A coleta dos animais foi realizada em trés regides do Litoral Paulista sendo estas
diferenciadas de acordo com a densidade populacional e impactos antropogénicos (Figura 1).

A éarea referéncia (AR) foi o Estudrio do Rio Una localizado no Mosaico Juréia-Itatins
(24°28'3.16"S 47° 6'45.77” O), criada pela Lei Estadual n® 14.982/13 e incluida no Tombamento
da Serra do Mar (CONDEPHAAT, 40/85), que integra o Nucleo da Reserva da Biosfera da Mata
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Atlantica (UNESCO, 2005), englobando os municipios de Peruibe, Itariri, Miracatu e Iguape. Tal
localidade foi escolhida por ser estar situada dentro do Mosaico de Unidades de Conservacao
Juréia-Itatins, &rea que confere manutencéo dos ecossistemas e preservacdo das espécies da regiao.

A segunda area de estudo foi o Estuario de Cananéia, localizado no Sistema Estuarino
Lagunar Cananéia - Iguape (A1) (24°40” S 25°05” S), caracterizado como uma area de prote¢ao
ambiental de uso sustentavel (APA — CIP) e reconhecido pela UNESCO como uma reserva da
biosfera da mata atlantica devido a sua contribuicdo ecolégica (Brasil, 2012). A bacia hidrografica
desta regido € uma provincia metalogénica, apresentando depoésitos naturais de chumbo e zinco
(De Moraes, 2004). Contudo, as atividades mineradoras desenvolvidas por décadas durante o
século XX deixaram resquicios de metais (Pb, Zn, Cu, Cr) e arsénico (As) nas aguas e sedimentos
dos rios que compdes este sistema (Eysink et al., 1988; Corsi e Landim 2003; De Moraes 2004;
Guimardes e Sigolo 2008). A concentracdo de metais em APA-CIP, que foi descrita como de
baixo nivel no passado, aumentou substancialmente apds a abertura de uma conexao entre 0s rios
e o estuario (Mahiques et al., 2009). Estudos recentes demonstraram a presenca de metais em
niveis moderados no sedimento do estuario, que foram atribuidas principalmente as atividades
mineradorass e a contaminagdo urbana das cidades do entorno (Azevedo et al., 2011; Cruz et al.,
2014; Gusso-Choueri et al., 2015; Tramonte et al., 2016).

A terceira area de estudo (A2), foi o Sistema Estuarino de Santos (23°58'52.03"S
46°23'52.72” O), localizado na regido metropolitana da Baixada Santista, litoral centro do Estado
de S&o Paulo, que inclui os estuarios de Santos e Sdo Vicente. Este local sofre grande degradacéao
ambiental decorrente dos poluentes advindos do Porto de Santos, o maior porto da América
Latina, efluentes de embarcacGes e dejetos despejados pelas populacdes residentes no entorno,
além da presenca de um dos maiores polos industriais do pais, o polo industrial de Cubatdo
(Lamparelli et al., 2001). Os principais contaminantes encontrados neste sistema estuarino séo
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHS), bifenilas policloradas (PCBs) além de metais e
metaloides como (Pb, Zn, Hg, Ni, Cr, Cu e As) (Perina et al., 2018). Além disso, também vem

sendo relatado a presenca de drogas ilicitas e medicamentos (Pereira et al., 2016).
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Figura 1. Mapa do litoral do Estado de S&o Paulo evidenciando as trés regides de estudo: AR — Estuéario
do Rio Una, Al — Complexo Estuarino lagunar de Cananéia Iguape e A2 — Sistema Estuarino de
Santos — Séo Vicente

2.3. Coleta dos Parametros Fisico — Quimicos da Agua

Amostras de agua dos locais de coleta foram analisadas quanto a temperatura e oxigénio
dissolvido (OD) através de um medidor multiparametro com sonda de OD, quanto ao pH através
da utilizacdo de papel indicador de pH e quanto a salinidade por meio de um

refratdmetro/salindmetro manual.

2.4. Coleta do Material

Foram coletados e identificados 30 espécimes machos de baiacu pintado S. testudineus
sexualmente maduros em cada regido com auxilio de tarrafas. Em seguida, os animais foram
transferidos em caixas plasticas contendo agua do proprio local da coleta e bombas de aeragédo
para o Laboratério de Morfofisiologia Animal do Campus do Litoral Paulista/UNESP. Todos 0s
procedimentos envolvendo a experimentaco animal foram aprovados pela Comissio de Etica no
Uso de Animais do IB-CLP (Anexo | - 04/2017— CEUA).

Ap0s um periodo de 24 horas de aclimatagdo os animais foram eutanasiados em solugéo de
benzocaina a 50 ppm (diluida em 1 ml de acetona) em solucdo aquosa. Apds, foram obtidos o peso
() e o comprimento corpoéreo total (cm) dos exemplares, seguido de abertura da cavidade

celomatica por meio de uma incisdo mediana que se estendeu da regido cloacal até as branquias
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para rebatimento da parede ventral. Em seguida, o intestino distal dos animais foi retirado,
mensurado e destinado as técnicas histopatoldgicas, de evidenciagdo neuronal e andlises

bioguimicas.

2.5. Analise Histoldgica e Morfométrica do Intestino

Apos a fixacdo em solucdo aquosa de formol a 10%, os segmentos distais dos intestinos
foram lavados em alcool etilico a 70%, desidratados em série crescente de alcool e diafanizados
em xilol. Apo6s a inclusdo em parafina, os intestinos foram submetidos a cortes transversais semi-
seriados com Sum de espessura e 300 um de distancia entre si, totalizando 3 cortes por
l&mina/animal.

As laminas obtidas foram coradas com a técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) para
avaliacdo morfométrica dos estratos do 6rgdo e Periodic Acid-Schiff (PAS) para analise das
células muco-secretoras.

Os cortes histolégicos foram divididos em quadrantes, a qual foram amostrados quatro
campos (0°, 90°, 180° e 270°) por corte, totalizando 12 fotomicrografias por animal (Figura 2).
Para a mensuracdo das camadas estratigraficas do intestino (um) utilizou-se o aumento de 100x e
para a contagem de linfdcitos intra-epiteliais (IELs) e células mucosecretoras (PAS™) o aumento
utilizado foi de 1000x. Foram contadas todas as células caliciformes, linfdcitos intra-epiteliais
(IELs) e enterdcitos visualizados no campo microscopico e, posteriormente, foi estabelecida a

razdo entre IELs/ enterdcito e células caliciformes/enterécitos.

180°

Figura 2. Esquema da divisdo em quadrantes para amostragem dos campos microscopicos do intestino de
Sphoeroides testudineus
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2.6. Evidenciagdo dos neurdnios mioentéricos

Apobs removidos da cavidade celomatica, os segmentos intestinais foram destinados as
técnicas de marcacdo neuronal para evidenciacdo da populagdo geral, metabolicamente ativa
(NADH - diaforase positivos) e nitrérgica (NADPH-diaforase positivos) dos neurénios

mioentéricos.

2.6.1. Deteccao da populacao geral de neurdnios mioentéricos — Técnica de Giemsa
(Barbosa, 1978)

Para evidenciacdo da populacdo geral dos neurdnios mioentéricos amostras do intestino
foram previamente fixadas em solucdo fixadora de giemsa e microdissecadas sob
esteromicroscopio, para retirada das tdnicas mucosa e submucosa e preservacdo das tunicas
muscular e serosa. Apds os preparados foram imersos em corante de Giemsa contendo azul de
metileno em tampdo fosfato a 0,1 N (pH 6,9) durante 24 horas a temperatura ambiente. Apds
coradas, as amostras foram desidratadas em solugdes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol e

montadas em lamina sob laminula com resina sintética Permount®

2.6.2. Deteccdo dos neurdnios mioentéricos NADH — diaforase positivos (Gabella,
1987) e NADPH-diaforase positivos (Santer, 1994)

Para a deteccdo dos neurdnios metabolicamente ativos (NADH — dp) e nitrérgicos (NADPH
- dp) os segmentos intestinais foram submetidos a acdo das enzimas NADH-diaforase e NADPH-
diaforase respectivamente através da utilizagdo de um aceptor artificial de elétrons, o NBT (Nitro
Blue Tetrazolium). Apds evidenciagdo, os intestinos foram fixados, seccionados ao longo do eixo
longitudinal na margem mesentérica e microdissecados sob estereomicroscépio, para retirada das
tinicas mucosa e submucosa e preservacdo das tinicas muscular e serosa. Em seguida, as
amostras foram desidratadas em solugdes crescentes de alcool, diafanizadas em xilol e montadas

em lamina sob laminula com resina sintética Permount®.
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2.7. Densidade e Morfometria neuronal

A densidade neuronal (mm2) foi obtida com o auxilio de microscopio Optico acoplado ao
sistema de captura de imagens Motic Image® e transferidas para o computador. Para cada
preparado de membrana foi adaptado um sistema teste constituido por 60 campos equidistantes,
distribuidos em dez colunas e seis linhas cada, amostrando todas as regides (mesentérica,
intermediaria e anti-mesentérica) do intestino.

A diferenca entre a densidade de neurdnios gerais (Giemsa) e neuronios NADPH-dp foi
utilizada para estimar a densidade de neurénios colinérgicos (NADPH-dn) (Porto et al., 2012). Os
perfis celular e nuclear de 100 neur6nios/animal foram mensurados através do programa Image

Pro-Plus®e expresso em pum2,

2.8. Analises Bioquimicas

Amostras do intestino foram mantidas a -80°C e em seguida foram homogeneizadas a 10%
w/v em tampao Tris-HCI (Tris 50 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, sacarose 50 mM, KCI 150 mM,
PMSF 1 mM, pH 7,6). Os homogenatos foram centrifugados a 12.000 g durante 20 mina 4 °C e
aliquotas das amostras de intestino foram separadas para analise atividade da Glutationa
Peroxidase (GPx), Glutationa S-tranferase (GST) e quantificacdo da glutationa (GSH),
peroxidacao lipidica (LPO) e dano de DNA.

A atividade enzimética da GPx (Sies et al., 1979) e GST (Keen et al., 1976) foi determinada
por espectrofotometria a 340 nm e a quantificacdo da GSH a 415nm.

Os niveis de peroxidacdo lipidica (LPO) foram avaliados pelo método de FOX (Jiang et al.,
1992), onde a formacao do complexo Fe (I11) -laranja de xilenol altera a absorbancia a 550 nm. A
analise de danos no DNA foi realizada através do ensaio de precipitacdo alcalina (Olive, 1988),
que consiste na separacdo de vestigios livres de DNA do DNA gendmico que, apés coloracdo com
Hoechst é quantificado através de fluorescéncia (Aex 360 nm e Aem 450 nm). Para calibragao, foi
utilizada uma curva padrdo de DNA gendmico de esperma de salmao.

Todos os resultados foram normalizados pelas concentragdes de proteina total, as quais
foram determinadas por espectrofotometria a 595nm (Bradford, 1976) utilizando BSA (proteina
albumina do soro bovino) como padrdo. As leituras de absorbancia e fluorescéncia foram

realizadas em leitor de microplacas (Biotek-Synergy™ HT).
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2.9. Tratamento de dados

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para a
verificagdo da normalidade e teste de Levene para avaliar a homocedasticidade. Foram testadas
diferencas estatisticas para os valores médios de cada variavel (n=10) pelo teste de variancia
(ANOVA) e pelo pos-hoc de Tukey, quando seguidas as premissas para 0 uso de testes
paramétricos. Quando violadas tais premissas, o teste de Kruskal-Wallis foi empregado seguido
pelo pds-teste de Dunn’s. O nivel de significancia foi de 5%.

Para avaliar a significancias das diferencas entre os conjuntos de dados entre as regides
estudadas (AR, Al e A2) uma andlise unifatorial multivariada foi aplicada. Um total de 30
animais foi avaliado (10 exemplares de cada area) e 21 varidveis incluindo biomarcadores
bioquimicos e morfofisiologicos. As matrizes foram analisadas pela andlise de varidncia
multivariada permutacional (PERMANOVA) (Andreson, 2001) para testar o fator “estuario” (AR
vs. Al vs. A2). Foi utilizado a = 0,05. Apds a estrutura da matriz expressa pela analise
multivariada foi visualizada através da Ordenacdo Multidimensional N&o-Métrica de
Escalonamento (nMDS).

3. RESULTADOS

Os parametros fisico-quimicos da agua obtidos durante a coleta dos espécimes bem como os

dados corporais dos exemplares coletados estéo estabelecidos nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Pardmetros fisico-quimicos da agua das trés regides de coleta de Sphoeroides testuineus no
Mosaico Juréia Itatins (AR), Complexo Estuarino Lagunar Cananéia Iguape Peruibe (Al) e
Complexo Estuarino de Santos — Sdo Vicente (A2).

Locais de Coleta Salinidade Oxigénio Dissolvido (mg/l) Temperatura (°C) pH
AR 20 6,4 23,4 7
Al 25 7,3 21,6 6
A2 25 6,0 24,4 7
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Tabela 2. Comprimento e peso médio * desvio padrdo dos exemplares de Sphoeroides testudineus
coletados no Mosaico Juréia Itatins (AR), Complexo Estuarino Lagunar Cananéia Iguape
Peruibe (A1) e Complexo Estuarino de Santos — S0 Vicente (A2).

Locais de Coleta Peso (g) Comprimento (cm)
AR 140,9 + 56,42 195+2,32
Al 167,05 +7,3? 19,3 £ 2,622
A2 52,11 +21,8° 17,7 £3,3

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas pelo teste ANOVA

3.1. Biomarcadores de Morfofisiologia Intestinal
3.1.1. Anélise Histopat6logica e Morfométrica do Intestino

As camadas estratigraficas do intestino de S. testudineus nas trés regides de estudo (AR, Al
e A2) seguiram o padrdo descrito para 6rgdos tubulares: mucosa, submucosa, muscular e serosa.

Nos pardmetros morfométricos do intestino observou-se aumento de 20% na altura das
vilosidades e de 40% na espessura da submucosa (p<0,05, ANOVA) dos animais de A2, que
refletiu significativamente no aumento da parede total do intestino deste grupo em relacdo a AR e
Al (p<0,05, ANOVA). A espessura da tanica muscular ndo mostrou diferencas significativas
entre as regides (Figura 3). A relacdo entre linfocitos intra-epitelias (IELS) e enterdcitos
apresentou aumento expressivo de 45% em Al e 60% em A2 (p<0,05, ANOVA) quando
comparados a AR. A densidade de células caliciformes ndo se apresentou alterada entre as regifes

de estudado (Figura 3).
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Camadas Estratigraficas do Intestino
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Figura 3. Acima, fotomicrografia das camadas estratigraficas do intestino de Sphoeroides testudineus e
representacdo grafica da média das medidas obtidas em cada regido destacando a diferenca entre
os locais de coleta (AR — Mosaico Juréia Itatins; A1 — Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia-
Iguape e A2 — Complexo Estuarino de Santos-Sdo Vicente). Hematoxilina-Eosina. Barra =
200um. Abaixo, fotomicrografia da camada mucosa do intestino de S. testudineus indicando a
presenca de células caliciformes (seta branca) e linfocitos intra epiteliais (seta preta). Periddico
Reativo de Schiff (PAS) contra-corado com Hematoxilina.

*Letras diferentes representam diferenca estatistica pelo teste de ANOVA
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3.2. Densidade e Morfometria dos Neur6nios Mioentéricos

A andlise da densidade neuronal indicou reducdo significativa (p<0,05, ANOVA) de
aproximadamente 20% dos neurdnios gerais em Al e A2 e aumento de 20% dos neurdnios
metabolicamente ativos (NADH-d+) em Al quando comparados com AR e A2. Com relagdo as
subpopulacdes NADPH-d+ e NADPH-d-, houve, em Al, uma manutencdo dos neurdnios
nitrérgicos e reducgdo de aproximadamente 20% nos neurénios colinérgicos. Em A2, os neurdnios
nitrérgicos aumentaram em densidade cerca de 40% (P<0,05, ANOVA) quando comparados com
as demais regiBes de estudo, enquanto que os neurdnios colinérgicos reduziram sua densidade na
mesma propor¢do em comparacao com AR (p<0,05, ANOVA) (Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Densidade das populacfes neuronais geral e metabolicamente ativa (NADH-d+) e das
subpopulacbes NADPH-d+ e NADPHd- do baiacu Sphoeroides testudineus coletados nas
regides de estudo (AR - Mosaico Juréia Itatins; Al — Complexo Estuarino Lagunar de
Cananéia-lguape e A2 — Complexo Estuarino de Santos-Sdo Vicente). * Letras diferentes
representam diferenca estatistica pelo teste de ANOVA
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Figura 5. Fotomicrografias dos neur6nios do plexo mioentéricos de Sphoeroides testudineus demonstrando
as diferentes populagGes marcadas nas trés regides de estudo (AR — Mosaico Juréia Itatins; Al —
Complexo Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape e A2 — Complexo Estuarino de Santos-S&o
Vicente).

Quanto a morfometria dos neurdnios da populacdo geral, ndo houve diferenca na area do
pericario entre os grupos, contudo, observou-se uma reducdo da area nuclear de 40% nos
neurbnios de Al quando comparados com AR e A2 (p<0,05, ANOVA). Os neurdnios
metabolicamente ativos sofreram hipertrofia no perfil celular e nuclear de cerca de 20% em Al
(p<0,05, ANOVA). Nos neurdnios nitrérgicos ndo foram observadas altera¢cbes morfométrica nos

neurdnios dos animais nas trés regides de estudo (Figura 6).
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Figura 6 — Morfometria do perfil e nlcleo neuronal das popula¢fes neuronais geral e metabolicamente
ativa (NADH-d+) e das subpopulacbes NADPH-d+ e NADPH-d- do baiacu Sphoeroides testudineus
coletados nas regides de estudo: AR — Mosaico Juréia Itatins; AL — Complexo Estuarino Lagunar de

Cananéia-lguape e A2 — Complexo Estuarino de Santos-S&o Vicente. * Letras diferentes representam
diferenca estatistica pelo teste de ANOVA

3.3. Biomarcadores Bioquimicos

Os resultados dos biomarcadores de efeito e exposicdo encontram-se apresentados nas
figuras 7 e 8. Apenas observou-se diferenca significativa (p<0,05, ANOVA) na quantificacdo da

glutationa (GSH), onde ocorreu reducdo de aproximadamente 60% nas regides Al e A2 quando
comparadas a AR.
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Figura 7. Atividade das enzimas antioxidantes (GPx — Glutationa Peroxidase e GST — Glutationa S-
Transferase) e glutationa total (GSH) do intestino de baiacus Sphoeroides testudineus coletados
nas regides de estudo: AR — Mosaico Juréia Itatins; A1 — Complexo Estuarino Lagunar de

Cananéia-lguape e A2 — Complexo Estuarino de Santos-Sdo Vicente. * Letras diferentes
representam diferenca estatistica pelo teste de ANOVA
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Figura 8. Presenca de lipoperdxidos e Dano de DNA no intestino de baiacus Sphoeroides testudineus
coletados nas regides de estudo: AR — Mosaico Juréia Itatins; A1 — Complexo Estuarino
Lagunar de Cananéia-lguape e A2 — Complexo Estuarino de Santos-Sdo Vicente. *Letras
diferentes representam diferenca estatistica pelo teste de ANOVA

3.4. Analise Multivariada e n-MDS

As andlises multivariadas indicaram diferencas significativas (P<0,001, PERMANOVA)
entre as trés regides avaliadas (AR, Al e A2). O grafico plotado pelo n-MDS (3D) demonstrou
que 0s trés grupos se separam, contudo, o grupo “AR — Mosaico Juréia-Itatins” se mostrou mais
distante dos demais (Al e A2) (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo da Ordenagdo Multidimensional N&o-Métrica de Escalonamento (nNMDS) para
representar a matriz de dados utilizada na analise multivariada (PERMANOVA) para avaliar o
fator “estuario”. Nota-se separacdo espacial das trés regides de estudo (AR — Juréia; Al —
Cananéia (APA-CIP) e A2 — Santos (SESS)
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4. DISCUSSAO

Além de desempenhar a funcdo de absorcdo de agua, nutrientes e eletrolitos, o intestino
funciona como uma importante barreira que separa 0 conteido nocivo presente no limem do
ambiente interno (Baumgart e Dignass, 2002). Desta forma, os resultados deste estudo
demonstraram que a poluicdo ambiental das regides avaliadas estdo promovendo alteragdes
morfofisioldgicas e bioguimicas no trato gastrointestinal (TGI) de baiacus Sphoeroides
testudineus, o que pode vir a comprometer a homeostase, a barreira intestinal e os processos de
digestdo e absorcdo de nutrientes essenciais.

Os sistemas imune e nervoso sdo a principal interface do organismo com o ambiente
externo, integrando e respondendo as alteracdes ambientais. Esta comunicacdo, que ocorre por
meio de moléculas como citocinas, neurotrofinas e neuropeptidios, que podem alterar a expressao
de neurotransmissores e influenciar vias imunes (Veiga-Fernandes e Mucida, 2016).

Neste sentido, estudos vém demonstrando que a presenca de metais no ambiente aquatico
como cobre, mercurio, cadmio e arsénico (Brown et al., 1982; Stromberg et al., 1983; Tjalve et al.,
1986; De Oliveira Ribeiro et al., 2002; Linbo et al., 2006) afetam a densidade celular através da
morte de neurdnios por meio da alteracdo do potencial de membrana da mitocdndria, que leva a
liberacdo de citocromo c para o citoplasma, iniciando a via enddgena das caspases. Tais resultados
poderiam justificar a redugdo na densidade de neurdnios, bem como o aumento do citoplasma
seguido pela reducdo da area do ndcleo dos neurénios gerais em Al, reforcando a possibilidade de
morte celular programada, visto que as células apoptdticas mantem a morfologia das organelas e
condensam sua cromatina (Grivicich et al., 2007).

O aumento expressivo da populagdo de neurdnios metabolicamente ativos observados em
Al, bem como a reducdo da populacdo nitrérgica e o aumento sutil da populacdo colinérgica,
sugerem que 0s contaminantes disponiveis nesta regido, em sua maioria metais, acarretam no
aumento do metabolismo celular, em especial dos neurdnios que sintetizam a acetilcolina como
neurotransmissor.

O metabolismo neuronal depende intimamente das proteinas conhecidas como citocromo
oxidase, responsaveis por catalisar a transferéncia de elétrons na cadeia transportadora de elétrons
da mitocondria, gerando ATP por fosforilacdo oxidativa (Wong-Riley, 1989). Desta maneira,
qguanto maior a sintese de citocromo ¢ pela célula, maior atividade metabdlica. Contudo, esta
enzima é responsavel por consumir cerca de 90% do oxigénio disponivel na mitocondria, o que

nos leva a sugerir que o aumento do metabolismo celular eleva os niveis de espécies reativas de
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oxigénio (EROs), levando a elevados niveis de estresse oxidativo a longo prazo (Wong-Riley,
1989).

Neste estudo também foi observado o aumento, nédo significativo, da densidade de neurénios
colinérgicos. A acetilcolinesterase é responsavel pela sintese da acetilcolina, e 0 aumento de sua
expressao sugere o aumento do transito intestinal, uma vez que a acetilcolina é o neurotransmissor
responsavel por promover as respostas excitatorias da musculatura lisa local (Furness, 2006). A
presenca de substancias tdxicas pode, em um primeiro momento, levar a hipersecrecao intestinal
via estimulos diretos advindos do SNE ou por meio de respostas inflamatdrias, levando ao quadro
clinico da diarréia. Esta é uma resposta imediata que visa aumentar o peristaltismo para
eliminacdo da substancia nociva e, portanto, proteger o organismo (Jones e Blikslager, 2002).

Recentemente, os neurdonios do SNE foram considerados os principais mantenedores da
homeostase imune do trato gastrointestinal devido a sua intrinseca relacdo com a microbiota e o
SNC (Lener, 2017). Desta forma, a ingestdo de substancias toxicas altera a composicdo da
microbiota, bem como a fisiologia do TGI, desencadeando uma cascata de processos inflamatorios
(Thomas et al., 2017).

Assim, sugere-se que a ingestdo dos contaminantes disponiveis no ambiente aquéatico de Al
podem ter alterado a microbiota intestinal, promovendo a sinalizacdo de fatores pré-inflamatérios
aos neurdnios mioentéricos, aumentando sua atividade metabdlica e assim, a expressao da
acetilcolinesterase, a fim de eliminar as substancias que estdo prejudicando a homeostase do TGI.
Contudo, seriam necessarios mais estudos a fim de investigar a composi¢do da microbiota dos
exemplares coletados nestas regides

Torna-se importante ressaltar que o aumento da motilidade intestinal prejudica a capacidade
digestiva e absortiva do TGl uma vez que o alimento ndo permanece em contato com a mucosa
pelo tempo necessario a absorcdo. Assim, a longo prazo tais alteragdes poderiam causar deficits
nutricionais na populacdo e comunidades existentes neste ecossistema, trazendo prejuizos para o
fluxo energético da cadeia trofica em questao.

Quando avaliadas as respostas dos biomarcadores bioquimicos, constatou-se reducéo
significativa na GSH. Esta reducdo pode ser em decorréncia da presenca de EROs nos animais
desta area, causado principalmente pela presenca de metais. A reducéo da GSH traz consequéncias
negativas uma vez que prejudica a capacidade da conjugacdo com compostos organicos via GST
ou combate ao estresse oxidativo através da GPx. Os metais podem estimular a producdo de
espécies reativas do oxigénio (ROS) através das vias da NADPH oxidase e reacdo de Fenton,

alterando, consequentemente as defesas celulares antioxidantes (Gusso-Choueri et al., 2015).
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Alteracdes no ambiente externo ao Iumem refletem diretamente na morfologia e
morfometria das camadas estratigraficas do intestino, uma vez que esta representa a interface entre
0 ambiente interno (organismo) e externo. Neste estudo foi observado que os individuos coletados
no Sistema Estuarino de Santos — S&o Vicente (A2) apresentaram aumento na altura das
vilosidades e submucosa, resultando no aumento da espessura total da parede intestinal. Assim,
sugere-se que 0 aumento das vilosidades nesta regido esteja relacionado a tentativa de aumentar a
superficie de contato da mucosa intestinal para otimizar a absorcdo de nutrientes. A manutencao
da altura das vilosidades esté associada ao processo de turnover das células da mucosa, ou seja, se
0 intestino responder a algum agente que provoque o desequilibrio das taxas de sintese, migracédo
ou extrusdo, ocorrera variacdo na altura das mesmas (Applegate et al., 1999; Uni et al., 2000).
Desta forma, 0 aumento na altura das vilosidades relaciona-se com o aumento da taxa mitdtica e
reducdo da taxa de extrusdo celular, sugerindo que fatores externos presentes no limem estejam
interferindo na dindmica do epitélio intestinal.

A complexa mistura de contaminantes presentes em A2 pode ser responsavel pelo
recrutamento de células do sistema imune intestinal, as quais podem estar causando aumento da
lamina prépria e da submucosa, 0 que indica que os contaminantes ambientais podem estar
desencadeando processos inflamatorios neste tecido (Brierley e Linden, 2014). Além do aumento
da espessura das camadas estratigraficas, a presenca de linfocitos intra-epiteliais (IELS) na mucosa
também pode ser considerada um indicativo de inflamacéo intestinal nos animais coletados nesta
mesma regido. Os IELs séo células que contribuem com a resposta imune inata do organismo e
indicam inflamacdo na mucosa (Janeway et al., 2001), e o aumento da infiltracdo linfocitaria
indica desbalanco entre a mucosa e a microbiota intestinal (Belem et al., 2015), confirmando que a
presenca de contaminantes pode estar comprometendo a homeostase intestinal através de respostas
inflamatorias.

Em relagéo as alteragbes observadas no SNE, a densidade de neurdnios totais também
reduziu significativamente, embora a manutencdo da morfometria destas celulas ndo indique a
presenca de processos apoptéticos, podendo estar relacionada a migracdo neuronal para a
submucosa, uma vez que peixes ndo apresentam plexo submucoso e 0 plexo mioentérico supre
suas funcbes (Furness, 2006). A migracdo neuronal foi observada por Sorteni et al. (2014), ao
avaliar o plexo mioentérico de peixes sob estresse migratério A migracdo destes neurdnios pode
estar associada aos processos inflamatérios que estdo ocorrendo na mucosa e submucosa,
confirmados pelas analises morfometricas no intestino (Vasina et al., 2006) devido a ingestdo
constante de compostos como HPAs, PCBs e metais (CETESB, 2001; Bicego et al., 2006;
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Azevedo et al., 2009). Vale ressaltar, neste caso, que tais alteracdes se relacionam ao processo de
plasticidade neuronal, que ocorre a fim de manter a homeostase intestinal em situacdes
estressantes (Kruger et al., 2002).

Contrariamente aos resultados observados em A1, os neurbnios mioentéricos de A2
mantiveram sua taxa metabolica semelhante a AR, aumentando cerca de 40% a densidade dos
neurdnios nitrérgicos, responsaveis pelo relaxamento da musculatura lisa do trato gastrointestinal,
devido a expressdo do neurotransmissor 6xido nitrico (NO) (Furness, 2006).

O aumento da densidade de neurdnios NADPH-d+ sugere que estes sdo mais resistente aos
efeitos causados pela poluicdo, como morte celular e estresse oxidativo (Santes, 1994), uma vez
que além de atuar como um importante neurotransmissor o 6xido nitrico (NO) esta envolvido nas
vias das quinases e do AMP ciclico, conferindo protecdo e sobrevivéncia aos neurdnios
(Contestabile e Ciani, 2004; Riccio et al., 2006). O aumento da densidade de neur6nios nitrérgicos
do plexo mioentéricos também foi observada por Pereira et al. (2013) ao analisar os efeitos da
intoxicacdo pelo herbicida 2,4D no intestino de ratos.

O oxido nitrico € uma molécula gasosa sintetizada por hemeproteinas da familia citocromo
P450 — a éxido nitrico sintase (NOS) - dependentes de O, e NADPH. Embora esta molécula seja
importante para diversos processos bioldgicos, a ativacdo da NOS sob estimulos apropriados é
capaz de produzir NO por um longo tempo através do mecanismo de sinergismo de inducéo, o que
pode lesar as células saudaveis ao seu redor, sendo este o principal mecanismo responsavel pelos
processos inflamatdrios e autoimunes (Flora-Filho e Zilberstein, 2000).

Existe uma linha ténue que separa os efeitos benéficos e toxicos do éxido nitrico no
organismo. Esta molécula funciona como um mensageiro nos processos de sinalizacdo celular e
como um dos microbicidas precursores na defesa contra organismos patogénicos (Drapier et al.,
1988; Feng et al., 1993; Oswald et al., 1994; Gazzinalli et al., 1992). Contudo, o limite da
concentracdo de NO entre a ndo toxicidade e a toxicidade apresenta variagfes entre os tecidos do
organismo (Flora-Filho e Zilberstein, 2000).

O aumento da densidade de neurdnios NADPH-d+ e a redugdo dos neurénios NADPH-d-,
em sua maioria representados pelos neurdnios colinérgicos, relaciona-se com o processo de
plasticidade de neurotransmissor, que é a alteracdo da expressdao génica de determinados
neurotransmissores (Giaroni et al., 1999), por meio da co-localizacdo de ambos (Furness, 2000;
Brehmer et al., 2004).

Alguns estudos vém relatando que a mistura de contaminantes pode alterar o modo de acao

dos mesmos, intensificando seus efeitos letais e subletais (Beyer et al., 2014). A alteracdo do
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cédigo quimico neuronal indica que as células nervosas dos animais coletados em A2 estdo
alterando a expressdo génica dos neurotransmissores, 0 que nos leva a crer que este processo vem
ocorrendo de forma crbnica nestes organismos e pode ser decorrente da mistura dos inimeros
compostos dissolvidos nas guas estuarinas de A2.

O controle da motilidade gastrointestinal € mediado principalmente pelos
neurotransmissores acetilcolina e 6xido nitrico através de respostas excitatorias e inibitorias
respectivamente, e depende da interacdo harmonica entre ambos. O aumento da expressdo de
6xido nitrico causa alteragfes na homeostase intestinal promovendo redugdes no transito e na
assimilacdo de nutrientes através do processo de constipacdo, o que pode ocasionar problemas a
longo prazo.

Além de alteragdes morfofisioldgicas a presenca de contaminantes ambientais pode
aumentar a presenca de radicais livres no organismo causando alteragdes em seu estado redox,
aumentando significativamente a presenca de espécies reativas de oxigénio e do nitrogénio
(Lushchak, 2011).

Em A2 também ocorreu a reducdo da GSH, o que pode ser atribuido nesta regido a presenca
de poluentes diversos (Bicego et al., 2006; Martins et al., 2011), aumentando a producdo de EROs
e prejudicando a atividade de enzimas de defesa antioxidante como GST e GPx.

Através das analises multivariadas pode-se concluir que os estuarios estudados (AR, Al e
A?2) diferem significativamente entre si (p<0,05) pelo teste da PERMANOVA. O gréfico plotado
através do nMDS demonstrou efetivamente a separacdo das trés regides de estudo, onde a matriz
mais separada das demais foi AR — Mosaico Jureia - Itatins. A distin¢do desta area em relacdo aos
demais locais avaliados podem estar relacionados a melhor condicdo ambiental, por se tratar de
um mosaico de UCs (UNESCO, 2005). Por outro lado, a separacdo de Al e A2 no grafico pode
indicar diferencas quanto ao grau ou complexidade da contaminacdo local, uma vez que A2 é mais
poluido e contém uma gama maior de poluentes (Guimardes e Sigolo 2008; Lamparelli et al.,
2001).

Os dados apresentados acima reforcam a importancia do melhoramento dos planos de
manejo de areas marinha preservadas, uma vez que 0s biomarcadores avaliados nos animais
coletados em Al indicaram alteracdes significativas. Assim, embora seja uma APA, esta regido
necessita de agdes que controlem principalmente as fontes poluidoras como antigas areas de
mineracdo, esgotos urbanos e fontes de origem ndutica. O desenvolvimento de medidas
mitigatdrias para controlar a dispersdo de contaminantes, além de legislacdes e fiscalizacdes mais

rigidas de areas com elevada atividade antropogénica seria uma opcao para reduzir as alteractes
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bioldgicas nos organismos e na cadeia trofica dos ecossistemas, principalmente de unidades de
conservacéo.

Por meio das técnicas utilizadas neste estudo e a partir dos dados obtidos podemos concluir
que os contaminantes disponiveis no ambiente aquatico de Al e A2 estdo afetando a homeostase
intestinal de Sphoeroides testudineus de maneira distinta, onde, embora os peixes das duas regides
estejam sofrendo com alteracBes significativas nos neurbnios do sistema nervoso entérico, a
natureza dos contaminantes age de maneira diferente sob a morfofisiologia do intestino,
neurotransmissores e codigo quimico das células.

Além disso, as alteracbes morfofuncionais do intestino sugerem que este se apresenta de
forma integrada aos biomarcadores bioquimicos, um bom modelo de biomarcador para analises de
qualidade ambiental visto que em virtude da exposi¢cdo constante aos poluentes presentes no
ambiente aquéatico, respondem por meio de alteracbes morfofisiolégicas na presenca de

contaminantes de natureza distinta.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente estudo demonstraram que o Complexo Estuarino Lagunar de
Cananéia Iguape, area 1, embora seja reconhecido como uma area de protegdo ambiental vem
sofrendo gravemente com os efeitos dos contaminantes, principalmente metais, disponiveis na
agua e solo do estuario. Desta forma, seriam necessarios estudos que biomonitorem esta regido e
auxiliem na remediacdo deste ecossistema.

Os animais coletados em A2, Complexo Estuarino de Santos — Sdo Vicente indicaram um
estado de saude mais deteriorado em relacdo as duas outras areas analisadas; tal situacdo pode ser
decorrente da diversidade e concentracdo de contaminantes disponiveis neste ambiente. Desta
forma, sugere-se que esta localidade deva ser monitorada e medidas de mitigacdo e prevencéo
devem ser estabelecidas a fim de recuperar a qualidade ambiental deste ecossistema altamente
degradado.

Além disso, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a importancia da utilizacao
de diversos biomarcadores em diferentes tecidos para que as respostas obtidas sejam fieis as
alteracbes ambientais, uma vez que cada tecido responde de maneira diferente a origem do
contaminante e a concentracdo do mesmo disponivel no ecossistema.

Por fim, sugere-se a incorporacdo da utilizacdo do intestino como um biomarcador de
monitoramento ambiental uma vez que este 6rgdo se mostrou extremamente sensivel aos

contaminantes ambiental, principalmente no que tange o sistema nervoso entérico (SNE).
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