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RESUMO 

O litoral paulista apresenta regiões estuarinas heterógenas em relação aos níveis de 

ação antrópica, destacando a Estação ecológica Jureia-Itatins (JES) uma área bem preservada, 

que se caracteriza como uma área de proteção integral; o Sistema Estuarino Lagunar de 

Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) uma área de proteção afetada por rejeitos de antigas 

atividades mineradoras; e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV) uma região 

altamente populosa e com atividades industriais. Trabalhos com diferentes biomarcadores se 

fazem necessários, pois fornecem informações sobre a integridade e funcionamento dos 

órgãos. O trato gastrointestinal (TGI) configura-se como uma barreira altamente seletiva, com 

grande potencial plástico, sendo fundamental para a manutenção da homeostase dos 

organismos. Baseado no fato de a via alimentar ser uma das principais rotas de exposição dos 

organismos aos contaminantes, e de que a barreira intestinal é altamente responsiva aos 

efeitos da contaminação, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a qualidade ambiental 

de três regiões do litoral do paulista com diferentes níveis de ação antrópica, e investigar 

como a barreira intestinal se comporta nessas regiões. Nas três regiões de estudo foram 

coletados juvenis de bagres Genidens barbus para as análises biológicas e sedimentos para 

quantificação de diferentes metais. Os bagres tiveram seus segmentos intestinais coletados 

para a avaliação da estratigrafia intestinal; identificação dos linfócitos intra-epiteliais (IELs) e 

células caliciformes AB
+ 

e PAS
+
; análises morfoquantitatvas das subpopulações neuronais 

mioentéricas geral (Giemsa), metabolicamente ativa (NADH-dr
+
) e nitrergica (NADPH-dr

+
) e 

avaliações bioquímicas, tais como, presença de dano em DNA e peroxidação lipídica (LPO) e 

atividade da Glutationa Reduzida (GSH), Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa S-

Transferase (GST)  . Os resultados foram submetidos ao teste de One way ANOVA com nível 

de significância de 5%. A significância das diferenças entre os tratamentos foi avaliada 

também por meio da Análise Permutacional de Variância (PERMANOVA) multivariada, e os 

resultados dos biomarcadores bioquímicos também foram integrados por meio do Índice 

Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR). Três metais apresentaram concentrações 

elevadas no sedimento de CAN (Cu, Pb e Zn), enquanto em SSV os ISQGs específicos a 

classificaram como moderadamente contaminada por Zn e Ni. Valores elevados de dano em 

DNA ocorreram em CAN, juntamente com vilosidades com menores alturas (p<0,05), 

indicando perturbações no processo de turnover. Esses danos causados pela exposição aos 

metais explica a redução dos neurônios metabolicamente ativos no plexo mioentérico 

(p<0,05) e o aumento na expressão de NO como estratégia neuroprotetora pelos neurônios 

nitrérgicos.  Porém, diferente de SSV, as alterações observadas no TGI dos bagres de CAN 

aparentemente não tiveram relação direta com o estresse oxidativo, mas sim da interação dos 

íons metálicos com o material genético. Em SSV as alterações na mucosa ocorreram com as 

menores quantidades de caliciformes (p<0,05), o que está relacionado com os elevados níveis 

de atividade das enzimas do sistema antioxidante e de LPO. Também, nessa região foi 

observado uma diminuição do metabolismo geral do plexo mioentérico, mas principalmente 

nas subpopulações mais sensíveis a contaminação. Conclui-se, que as três regiões estuarinas 

apresentaram diferentes qualidades ambientais, o que se refletiu nas alterações na plasticidade 

da barreira intestinal. Essa barreira mostrou-se extremamente responsiva e comportou-se de 

maneiras diferentes nas três regiões estuarinas.  

Palavras chave: sistema nervoso entérico; estresse oxidativo; metabolismo neuronal; oxido 

nítrico; muco intestinal; biomonitoramento; estuários; contaminação do sedimento. 



8 
 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

Instituto de Biociências 
Câmpus do Litoral Paulista  

 

ABSTRACT 

The coast of São Paulo presents estuarine regions that are heterogeneous in relation to the 

levels of anthropic action, highlighting the Jureia-Itatins Ecological Station (JES), a well-

preserved area, which is characterized as an area of integral protection; the Cananéia-Iguape-

Peruíbe Estuarine Lagoon System (CAN), a protected area affected by tailings from former 

mining activities; and Santos-São Vicente Estuarine Complex (SSV), a highly populated 

region with industrial activities. Work with different biomarkers is necessary, as they provide 

information about the integrity and functioning of organs. The gastrointestinal tract (GIT) is a 

highly selective barrier, with great plastic potential, being essential for the maintenance of 

homeostasis of organisms. Based on the fact that the food route is one of the main routes of 

exposure of organisms to contaminants, and that the intestinal barrier is highly responsive to 

the effects of contamination, this study aims to evaluate the environmental quality of three 

regions of the coast of São Paulo. with different levels of anthropic action, and investigate 

how the intestinal barrier behaves in these regions. In the three study regions juveniles of 

Genidens barbus catfish were collected for biological and sediment analysis to quantify 

different metals. Catfish had their intestinal segments collected for the assessment of intestinal 

stratigraphy; identification of intraepithelial lymphocytes (IELs) and AB+ and PAS+ goblet 

cells; Morphoquantitative analysis of general myenteric (Giemsa), metabolically active 

(NADH-dr+) and nitrergic (NADPH-dr+) neuronal subpopulations and biochemical 

evaluations, such as presence of DNA damage and lipid peroxidation (LPO) and Reduced 

Glutathione (GSH) activity ), Glutathione Peroxidase (GPx) and Glutathione S-Transferase 

(GST). The results were submitted to the One way ANOVA test with a significance level of 

5%. The significance of differences between treatments was also assessed using the 

multivariate Permutation Analysis of Variance (PERMANOVA), and the results of 

biochemical biomarkers were also integrated using the Integrated Biomarker Response Index 

(IBR). Three metals showed high concentrations in the CAN sediment (Cu, Pb and Zn), while 

in SSV the specific ISQGs classified it as moderately contaminated by Zn and Ni. High 

values of DNA damage occurred in CAN, together with villi with smaller heights (p<0.05), 

indicating disturbances in the turnover process. These damages caused by exposure to metals 

explain the reduction of metabolically active neurons in the myenteric plexus (p<0.05) and the 

increase in NO expression as a neuroprotective strategy by nitrergic neurons. However, unlike 

SSV, changes observed in the GIT of CAN catfish apparently had no direct relationship with 

oxidative stress, but rather with the interaction of metallic ions with genetic material. In SSV, 

the mucosal alterations occurred with the smallest amounts of goblets (p<0.05), which is 

related to the high levels of activity of the enzymes of the antioxidant system and of LPO. 

Also, in this region, a decrease in the general metabolism of the myenteric plexus was 

observed, but mainly in subpopulations more sensitive to contamination. It is concluded that 

the three estuarine regions had different environmental qualities, which was reflected in 

changes in the plasticity of the intestinal barrier. This barrier was extremely responsive and 

behaved differently in the three estuarine regions. 

Keywords: enteric nervous system; oxidative stress; neuronal metabolism; nitric oxide; 

intestinal mucus; biomonitoring; estuaries; sediment contamination. 
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1. INTRODUÇÃO 

As regiões estuarinas são ambientes de transição, onde ocorre o encontro de um corpo 

de água doce com o ambiente marinho (MIRANDA, 2002). Como são áreas extremamente 

ricas em nutrientes , funcionam como  berçários naturais, pois são utilizadas por diferentes 

espécies de vertebrados e invertebrados como áreas de alimentação, abrigo e reprodução 

(BIANCHI, 2006; ELLIOTT; WHITFIELD, 2011). Além da importância para a 

biodiversidade, apresentam relevância econômica, pois muitas abrigam portos e fornecem 

uma série de serviços ecossistêmicos como, por exemplo, obtenção de alimento (pesca), 

ciclagem de nutrientes, turismo, recreação, extração de recursos naturais, etc (UNEP, 2006; 

BARBIER et al., 2011). 

As regiões estuarinas no litoral paulista no Brasil são heterogêneas apresentando 

diferentes níveis de interferência antrópica.  Nesse sentido, a Estação Ecológica Juréia-Itatins 

(JES) uma região bem preservada, que se caracteriza como uma área de proteção integral, que 

compõe o Mosaico de Unidades de Conservação da Juréia-Itatins, região essa que faz parte da 

Reserva da Biosfera da Mata Atlântica (UNESCO, 1992) e que engloba os municípios de 

Peruíbe, Itatiti, Miracatu e Iguape. Com base nesse grau de preservação, essa região é 

utilizada como área referência em estudos sobre a influência antrópica (PINHEIRO et al., 

2013; DIAS, 2015; da SILVA BANCI et al., 2017; de ALMEIDA DUARTE et al., 2017; 

MARINSEK et al., 2018; GONÇALVES et al., 2020). 

O Mosaico de Unidades de Conservação da Juréia-Itatins junto com a Área de 

Proteção Ambiental de Cananeia-Iguape-Peruíbe, que está sob proteção federal, forma um dos 

locais mais bem preservados da Mata Atlântica, contribuindo para a manutenção e 

preservação de diversos ecossistemas e espécies. Nessa região localiza-se o Sistema Estuarino 

Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruibe, que faz parte de uma rede de canais estuarinos e 

lagunares conectados ao Rio Ribeira de Iguape e por um conjunto de ecossistemas frágeis, 

como manguezais. Tal região integra o Vale do Riberia, que tem o menor índice de 

desenvolvimento econômico do estado de São Paulo (PERINA & ABESSA, 2020). Contudo, 

desde 1852 com a finalização da obra do Canal do Valo Grande, essa região vem sofrendo 

mudanças significativas em sua salinidade, no regime de sedimentação, densidade de 

foraminíferos e na entrada de metais pesados no ambiente, originários da mineração de prata 



17 
 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

Instituto de Biociências 
Câmpus do Litoral Paulista  

 

(Ag), zinco (Zn) e chumbo (Pb), que ocorria em regiões a montante (MAHIQUES et al., 

2009; PERINA & ABESSA, 2020). 

Apesar da extração de chumbo ter sido interrompida em 1995 pelo esgotamento das 

reservas, os resíduos das duas principais minas, ainda estão nas margens do Rio Ribeira de 

Iguape, podendo ser lixiviados para dentro do mesmo (MAHIQUES et al., 2009; PERINA & 

ABESSA, 2020). Em diferentes pontos desse sistema estuarino foi descrito a presença de 

metais no sedimento, tais como, cádmo (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), chumbo 

(Pb), manganês (Mn), zinco (Zn) e níquel (Ni) (CRUZ et al 2014; 2019; SALGADO et al., 

2019). A Cetesb utilizando critérios do Conselho Canadense de Ministros do Meio Ambiente 

encontrou níveis de metais acima do nível TEL ao longo do tempo (PERINA & ABESSA, 

2020), tal legislação estipula esse nível como de efeito limiar e o PEL como de efeito 

provável e severos.  

Nos últimos anos, diferentes trabalhos têm descrito organoclorados provenientes de 

atividades agrícolas, além de fármacos, bisfenilos policlorados, cafeína, fenoprofeno, etc, que 

adentram o ambiente, próximo da cidade de Cananéia por meio do esgoto não tratado 

(MATOS, 2002; SALGADO et al., 2019). Cabe ressaltar, que o despejo de esgoto é 

intensificado nas épocas de veraneio com o aumento significativo da atividade turística na 

região (PERINA & ABESSA, 2020). No Índice de Qualidade de Águas Costeiras (IQCA), a 

região do Mar de Cananéia apresentou com qualidade da água classificada como boa, apesar 

de apresentar no ano de 2020 valores inferiores à média histórica e a região estar 

demonstrando desde o ano de 2019, processo de eutrofização (CETESB, 2020). 

Ainda no litoral do estado de São Paulo, localiza-se o Complexo Estuarino de Santos-

São Vicente (SSV) situado na Baixada Santista, uma região altamente populosa, com grande 

déficit habitacional e de saneamento básico, turística (famosa pelo turismo de segunda 

residência) e por apresentar grande atividade industrial, destacando o Porto de Santos, o maior 

da América Latina, e o Polo Industrial de Cubatão. 

Essa região apresenta os canais de Santos e São Vicente, onde é descrito alta 

contaminação por cobre (Cu), cadmio (Cd), cromo (Cr), níquel (Ni) vanádio (V), chumbo 

(Pb), zinco (Zn) e mercúrio (Hg) no sedimento (LAMPARELLI et al., 2001; ABESSA et al., 

2008; HORTELLANI et al., 2008; CHOUERI et al., 2009; PINTO et al., 2015), além de 

hidrocarbonetos aromáticos originários de esgoto doméstico não tratado e da drenagem de 

antigos aterros sanitários (CHOUERI et al., 2009). No caso do Canal de São Vicente, os 
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valores do IQAC classificam a qualidade da água como ruim ou péssimo em todos os anos no 

período de 2012 a 2020, destacando um piora no período de 2019 a 2020 em relação a 

eutrofização (CETESB, 2020). 

Ainda, em diferentes pontos de SSV é relatada presença de solventes aromáticos, 

organoclorados (ABESSA et al., 2008; CHOUERI et al., 2009; PINTO et al., 2015; PERINA 

et al., 2018), além de contaminantes emergentes (drogas e medicamentos)(PEREIRA et al., 

2016; PUSCEDDU et al., 2018; CORTEZ et al., 2018; SANTOS et al., 2018). 

Como forma de identificar produtos químicos capazes de causar efeitos adversos à 

biota, legislações com concentrações de referência foram estabelecidas em nível mundial, 

assim como protocolos técnicos para identificar a presença de substâncias químicas na água e 

sedimento (CAHOON et al., 2016; TORO et al., 2016; BELLVER-DOMINGO et al., 2018; 

VANDERMARKEN et al., 2018; JAHAN & STREZOV, 2019). Porém, como forma de 

permitir análises mais completas sobre os efeitos dos contaminantes, se faz necessário à 

utilização de organismos como biomonitores,  testes de toxicidade de sedimento e 

biomarcadores  bioquímicos, fisiológicos e histológicos, que fornecem informações sobre a 

integridade e funcionamento dos órgãos (MARINSEK et al., 2018; CRUZ et al., 2014; 2019; 

GONÇALVES et al., 2020). 

Órgãos como brânquias e fígado são rotineiramente utilizados em trabalhos de 

contaminação ambiental, no caso das brânquias alterações histopatológicas são associadas aos 

efeitos agudos da contaminação, enquanto no caso do fígado a presença de patologias está 

associada a exposição crônica das substâncias químicas, como consequência de seu processo 

de metabolização (VAN der OOST, 2003; ZODROW et al., 2004; LOUIZ ET AL., 2018). 

Entretanto, além destes órgãos, o trato gastrointestinal (TGI), vem ganhando grande destaque, 

pois além de estar exposto aos contaminantes por via sistêmica, também tem contato com a 

dieta contaminada, no lúmen intestinal. 

 Devido a essas vias de exposição, a TGI caracteriza-se como um dos órgãos onde 

ocorre a maior acumulação de metais (MIJOŠEK et al., 2019).  Merece destaque o fato de 

que, por meio da via alimentar os organismos podem ser expostos aos contaminantes pelo 

processo de bioacumulação, o que afeta principalmente os organismos topo de cadeia (CUI et 

al., 2011; PEREIRA et al., 2016; GRIBOFF et al., 2018; CRUZ et al., 2019). 

Neste sentido, o TGI configura-se como uma barreira altamente seletiva, fundamental 

para a manutenção da homeostase dos organismos. Tal seletividade ocorre, pois ao mesmo 



19 
 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

Instituto de Biociências 
Câmpus do Litoral Paulista  

 

tempo em que é feito o bloqueio de agentes estressores, tais como, bactérias, vírus, parasitas e 

substâncias químicas vindas do meio exterior, é permitida à absorção de água, nutrientes e 

eletrólitos. São constituintes da barreira o epitélio colunar da mucosa, camadas de muco 

produzidas pelas células caliciformes, constituído por glicoproteínas e proteoglicanos, e rico 

em anticorpos, peptídeos e lisozimas, tecidos linfóides com células do sistema imune e 

sistema nervoso entérico (SNE) (ARTIS, 2008; TURNER, 2009; SALVO-ROMERO et al., 

2015; OSBORNE et al., 2015; CAMARA-LEMARROY et al., 2018). 

Para que a proteção e a manutenção da homeostase intestinal ocorram de maneira 

eficiente, é necessário o bom funcionamento das células da barreira intestinal, o que depende 

da manutenção de células funcionais e saudáveis. Nesse sentido, ocorre no epitélio intestinal o 

processo de turnover, responsável pela renovação das células da mucosa através da síntese de 

novas células, migração e extrusão. Essa renovação epitelial é constante, com novas células 

migrando pelas vilosidades até serem descartadas no lúmen, e adquirindo durante esse 

processo funções de digestão, absorção e secreção de mucinas. Tal processo é influenciado 

por diferentes fatores como a quantidade de fibras, dietas, parasitas, restrição alimentar e 

idade (APPLEGATE et al., 1999; UNI et al., 2000). 

A camada de muco é de grande importância para a manutenção da homeostase 

intestinal, nesse sentido a espessura da camada é influenciada pela quantidade de células 

caliciformes, e tem como função além da defesa contra patógenos e agentes estressores, 

impedir que as enzimas digestivas destruam a mucosa (auto-digestão); lubrificação evitando 

danos com a passagem do alimento e a nutrição das bactérias da microbiota permitindo a sua 

colonização no intestino (LIEVIN-LE MOAL & SERVIN, 2006). 

Há dois tipos de células caliciformes, sendo elas: caliciformes AB
+
, que secretam 

mucinas ácidas não sulfatadas ou sialomucinas (pH 2,5) e mucinas sulfatadas ou sulfomucinas 

(pH 1,0) responsáveis pela maior fluidez das fezes; e as caliciformes PAS
+
, que secretam 

mucinas neutras responsáveis pela maior proteção do epitélio, pois aumentam a viscosidade 

do muco (TREVIZAN et al., 2016). Alterações na constituição do muco pela quantidade 

desses dois tipos de caliciformes permite a melhor proteção do epitélio e a expulsão de 

agentes estressores como parasitas e contaminantes (FERRANDO et al., 2005; OSBORNE et 

al., 2015; TREVIZAN et al., 2016; HWANG et al., 2016; SHANG et al., 2021). 

Contribuindo também para o funcionamento da barreira, há também os linfócitos 

intraepiteliais (IELS), que são predominantemente linfócitos T. Essas células são potentes 
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imunorreguladores, desempenhando mecanismos de vigilância resistentes a antígenos 

alimentares a microbiota local, sendo fundamentais para o processo de turnover, atuando na 

reparação e controle do crescimento das células epiteliais. Tais células tem como função 

proteger os órgãos de infecções, porém em algumas situações podem funcionar de maneira 

destrutiva contribuindo para o processo inflamatório, o que acarreta prejuízos a barreira 

intestinal (HAYDAY et al., 2001; CHEROUTRE; LAMBOLEZ; MUCIDA, 2011).  

As substâncias químicas que chegam ao lúmen intestinal, perturbam constantemente o 

funcionamento da barreira impedindo, por exemplo, a renovação celular através do aumento 

da taxa apoptótica no epitélio e a perturbação da maquinaria celular (CHEAT et al., 2015; 

AWAD; ZENTEK, 2015; DELGADO; GRABINGER; BRUNNER, 2015). Essa perturbação 

pode causar a perda da eficiência da barreira intestinal, permitindo o aumento da 

permeabilidade e o acesso, através de vias irrestritas, de diferentes substâncias e patógenos ao 

restante do organismo (MASSEY; ARTEEL, 2012; PENDYALA; WALKER; HOLT, 2012; 

BISCHOFF et al., 2014; SALVO-ROMERO et al., 2015; ODENWALD & TURNER, 2017). 

A exposição a contaminantes, tais como, micotoxinas, mercúrio, elsan, amônia, 

bisfenol e diversos outros presentes no ambiente, contribuem para esse aumento da 

permeabilidade intestinal, através da diminuição de proteínas de junção celular, edemas na 

lâmina própria, necrose de células epiteliais, danos no DNA e a diminuição de mecanismos 

antioxidantes. Essas alterações são descritas como precedentes da inflamação intestinal, e 

resultam também em alterações no comprimento das vilosidades e das camadas de 

musculatura, assim como na quantidade de células muco secretoras, causando prejuízos na 

absorção de nutrientes e excreção de enzimas (BANERJEE; BHATTACHARYA, 1995; 

ADESSO et al., 2017; de SOUZA; FIOCCHIL; ILIOPOULOS, 2017; MARTINI et al., 2017; 

SZYMANSKA; MAKOWSKA; GONKOWSKI, 2018; HUANG et al., 2018; MARINSEK et 

al., 2018). 

Essas substâncias, como especial destaque para os metais podem afetar a saúde do TGI 

e de todo organismo causando a genotoxicidade por meio de duas diferentes vias, sendo a 

primeira por meio de uma interação direta com o DNA e indução de mutações; e a segunda 

por meio de alteração da sinalização celular como consequência do estresse oxidativo. Uma 

vez que os metais promovem aumentos nos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

causando o estresse oxidativo, peroxidação lipídica, danos em DNA e alterações no 

metabolismo celular (WOO et al., 2009; MOAL & SERVIN, 2006;  RAJESHKUMAR  et al., 
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2017), se faz necessário avaliações da Glutationa Reduzida (GSH) um tripeptideo (g-L-

glutamil-L-cisteinil-glicina) que ocorre na forma reduzida (GSH) e oxidada (GSSG),  e das 

enzimas do sistema antioxidante, tais como, Glutationa S- Transferase (GST) e Glutationa 

Peroxidase (GPx), que combatem essas ROS (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). 

A GPx caracteriza-se como uma enzima citosolica tetramérica, que depende do selênio 

e que emprega a GSH como cofator para então reduzir uma série de peróxidos aos álcoois 

correspondentes (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003), sendo extremamente importante 

para proteção das membranas contra a peroxidação lipídica e o aumento de sua atividade está 

relacionado a presença de diferentes contaminantes disponíveis induzirem a formação de 

H2O2 (AHMAD et al., 2006; FONSECA et al., 2011).  A GSH em condições redox normais 

encontra-se mais na forma reduzida e está distribuída no núcleo, reticulo endoplasmático e 

mitocôndrias, sendo um importante antioxidante não enzimático com grande papel na 

proteção contra as ROS (AHMAD et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009) e atuando como 

cofator da GPx e GST (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Por fim, a GST é 

fundamental na defesa contra o dano oxidativo e produtos peroxidativos de DNA e de 

lipídios, além de atuar na desintoxicação e excreção de metais pesados em conjunto com a 

peroxidase (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). 

Porém, prejuízos ao funcionamento do TGI podem ter como origem alterações no 

funcionamento de outro integrante da barreira, a inervação intrínseca local composta pelo 

sistema nervoso entérico (SNE).  Esse sistema é responsável pelo controle do peristaltismo, 

da secreção, absorção e fluxo sanguíneo local, de maneira independente das aferências 

centrais. Constitui-se por uma rede de neurônios e células da glia organizados em dois plexos 

principais, sendo eles: submucoso, inserido na camada de submucosa do intestino e 

mioentérico localizado entre as camadas de musculatura (GABELLA, 1987; GERSHON et 

al., 1993; FURNESS, 2006; FURNESS, 2012).  

Avaliações do SNE são de grande relevância, pois juntamente com o sistema imune, 

podem dar os primeiros sinais da presença de contaminantes nos organismos (RISSATO et 

al., 2019). Nesse sentido, roedores e suínos expostos a dietas contendo fluoreto e bisfenol 

apresentaram diminuição da densidade neuronal, como consequência da morte de neurônios 

das subpopulações colinérgica (excitatória) e nitrérgica (inibitória), que juntos correspondem 

a 98% dos neurônios entéricos (SOUZA MELO et al., 2014; SZYMANSKA; GONKOWSKI, 

2018; SZYMANSKA; MAKOWSKA; GONKOWSKI, 2018).No caso dos peixes avaliações 
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do plexo mioentérico são necessárias uma vez que, diferente dos mamíferos, o plexo 

submucoso desses animais de maneira geral é ausente ou pouco desenvolvido, tendo todas as 

funções do intestino controladas pelo plexo mioentérico (OLSSON, 2009).  Sabe-se, que há 

diferentes níveis de resistência das subpopulações neuronais entéricas aos agentes estressores, 

e que no caso das duas mais comuns, a subpopulação nitrérgica (NADPH-dr
+
) apresenta 

maior resistência a fatores estressantes como a exposição a contaminantes, em virtude do 

neurotransmissor óxido nítrico (NO) (DIAMANTE et al., 2014; SOUZA MELO et al., 2017; 

MARINSEK et al., 2018). Porém, outras subpopulações com menores densidades possuem 

neurotransmissores com características neuroprotetoras como, por exemplo, polipeptídeo 

intestinal vasoativo (VIP), galanina, substância P e peptídeo de transcrição regulado por 

cocaína e anfetamina (CART) (SOUZA MELO et al., 2017; SZYMANSKA; GONKOWSKI, 

2018; SZYMANSKA; MAKOWSKA; GONKOWSKI, 2018). 

  Especialmente,  no caso de peixes de regiões estuarinas intensamente antropizadas, a 

diminuição da densidade geral de neurônios mioentéricos (principalmente colinérgicos) foi 

observada (MARINSEK et al., 2018; GONÇALVES et al., 2020). Porém, assim como o 

restante do TGI o SNE possui grande potencial plástico, o que permite a manutenção de seu 

funcionamento e da homeostase do organismo durante seu ciclo de vida.  

Modificações na morfologia da rede neuronal, como forma de aumentar a 

comunicação e o número de sinapses; modificações morfoquantitativas como consequência de 

mudanças na atividade metabólica e na expressão de neurotramissores; mudanças de código 

químico e co-localização são exemplos de alterações que demonstram a eficiência dos 

neurônios entéricos como biomarcadores de contaminação (CORREIA et al., 2011; PEREIRA 

et al., 2013; DIAMANTE et al., 2014; SOUSA et al., 2014; KURNIK et al., 2015; SOUZA 

MELO et al., 2017; SZYMANSKA; GONKOWSKI, 2018; SZYMANSKA; MAKOWSKA; 

GONKOWSKI, 2018; MARINSEK et al., 2018; RISSATO et al., 2019; GONKOWSKI; 

GAJECKA; MAKOWSKA, 2020; GONÇALVES et al., 2020). 

Baseado no fato de a via alimentar ser uma das principais rotas de exposição dos 

organismos aos contaminantes, e de que a barreira intestinal é altamente responsiva aos 

efeitos da contaminação, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a qualidade ambiental 

de três regiões do litoral do paulista com diferentes níveis de ação antrópica, e investigar 

como a barreira intestinal se comporta nessas regiões. Para tanto foram quantificados e 

integrados os biomarcadores bioquímicos (GST, GPx, GSH, LPO, dano em DNA) e 
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morfológicos (espessura das camadas estratigráficas, células caliciformes AB
+
 e PAS

+
 e IELs) 

nos intestinos de bagres Genidens barbus coletados em três estuários distintos. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Animal Modelo 

O presente trabalho utilizou juvenis da espécie de bagre cinza Genidens barbus, que 

apresenta ampla distribuição geográfica, sendo comum em toda costa sul e sudeste do Brasil 

(FIGUEIREDO; MENEZES, 1978). Os juvenis de bagre residem no interior dos estuários até 

a maturação sexual, época em que realizam a migração para o oceano. Apresentam como 

característica alimentar o fato de serem generalistas e apresentarem variação ontogenética em 

sua dieta, alimentando-se de presas maiores conforme aumentam o seu tamanho corporal.  

De maneira geral os bagres G. barbus apresentam hábitos alimentares semelhantes às 

demais espécies de bagres, com dieta composta por crustáceos, equinodermos, pequenos 

peixes, misidaceos e copepodes (MISHIMA, TANJI, 1982; ARAUJO, 1984; MENDOZA-

CARRANZA; VIEIRA, 2009; DENADAI et al., 2012), tendo os camarões Xiphopenaeus 

kroyeri e Farfantepenaeus sp, e os peixes Porichthys porosissimus e Conodon nobilis (DI 

BENEDITTO; TAVARES; MONTEIRO, 2018) como algumas de suas principais presas. 

Além disso, por serem bentofágicos generalistas, os bagres G. barbus podem ser expostos a 

substâncias químicas presentes no sedimento por meio da ingestão. 

 

2.2. Áreas de Estudo  

Os animais foram coletados em três áreas estuarinas do litoral do estado de São Paulo 

que apresentam diferentes níveis de interferência antrópica, sendo elas: Estação Ecológica 

Juréia-Itatins (JES) (24°26‘16‘‘S/47°04‘16‘‘W), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-

Iguape-Peruíbe (CAN) (25°00‘59‘‘S/47°55‘29‘‘W) e Complexo Estuarino de Santos-São 

Vicente (SSV)(23°59‘04‘‘S/46°24‖02‘‘W) (Figura 1). 
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Figura1. Mapa da região costeira do litoral do Estado de São Paulo, com destaque para as três áreas 

de coleta: JES (Estação Ecológica Jureia-Itatins), SSV (Complexo Estuarino de Santos-São 

Vicente) e CAN (Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe). 

 

Considerando as mudanças ambientais ocorridas nas estações do ano, principalmente 

em relação aos índices de pluviosidade, as coletas dos animais e sedimento nas três áreas 

foram padronizadas para ocorrer conjuntamente, no período de outono e inverno entre os 

meses de maio a julho de 2019. 

 

2.3 Análises sedimentologias e dos parâmetros físico químicos 

2.3.1. Análise granulométrica 

A análise granulométrica foi realizada a partir do método descrito por MCCAVE & 

SYVITSKI (1991) onde foram pesadas 3 alíquotas de 100 g de sedimento seco em estufa, 

para a realização do peneiramento, foi utilizado um conjunto de peneiras de diferentes 

diâmetros (seguindo a escala de phi), após o peneiramento foram pesados os sedimentos 

retidos em cada malha. Posteriormente os sedimentos foram divididos nas porções grosso 

(>125µm) e fino (<125µm). 

2.3.2. Análise de Matéria Orgânica 

  Para a determinação do teor de matéria orgânica (M.O) (ASTM, 2000) foram pesadas 

3 alíquotas de 10 g de sedimento seco, em cadinhos de porcelana secos e com peso já 
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determinado pesados. Em seguida os mesmos foram colocados em mufla a 500ºC por um 

período de 3 horas, posteriormente, essas amostras foram deixadas em dessecador para 

resfriar.  Após atingirem temperatura ambiente, as amostras foram pesadas e a diferença de 

peso obtida entre o peso inicial e o peso final foi o teor de matéria orgânica da amostra.  

2.3.3. Análise do teor de carbonato 

  O teor de carbonato de cálcio (CaCO3) foi determinado a partir do método descrito 

por HIROTA & SZYPER (1975), sendo pesadas 3 alíquotas de 30 g de sedimento seco, 

colocadas em ácido clorídrico (HCl) 15% cobrindo toda amostra por um período de 24 h.  

Posteriormente a amostra foi lavada em papel filtro (seco em estufa e pesado em balança 

anteriormente) com água destilada e colocada em estufa a 60 ºC para secar por um período de 

48 h, após estes procedimentos o papel filtro com a amostra foi pesado e a diminuição de peso 

da amostra inicial para a final após a digestão ácida foi o teor de CaCO3 das amostras.   

2.3.4 Quantificação de metais e arsênio no sedimento 

Nas três áreas de estudo, no mesmo local de coleta dos animais, amostras de 

sedimento foram coletadas com um amostrador de garra Van Veen de aço inoxidável de 

0,036m
2
. Tais amostras foram armazenadas em potes plásticos e mantidas refrigeradas 

durante o transporte, até serem armazenadas em geladeira 4°C, até a análise. 

Todas as amostras foram liofilizadas e homogeneizadas para análises posteriores. A 

análise dos elementos traços foi realizada seguindo SW 846 US EPA 350b (USEPA, 1996). 

Esse método consiste na lixiviação ácida para dissolver todos os elementos disponíveis no 

ambiente, como a matéria orgânica, os carbonatos e os óxidos de Fe / Mn e adsorvidos em 

partículas de grão fino. Essa digestão não considera os metais da estrutura do grão, mas 

somente a fração potencialmente biodisponível. 

A quantificação dos elementos As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn, bem como elementos 

próximos ao tamanho de partícula, como Al, Fe, Sc e V, foi realizada por espectrometria 

óptica por plasma acoplada indutivamente (ICP-OES), que fornece uma quantificação 

multielemental com base no comprimento de onda de cada elemento. 

O controle de qualidade foi realizado considerando os limites de detecção, veracidade 

e precisão. Um material de referência certificado (SS-2 EnviroMat Contaminated Soil from 

SCP Science) foi submetido ao mesmo procedimento analítico e os resultados apresentaram 

um desvio padrão relativo de <15% e recuperação entre 88% e 109% para todos os elementos. 
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2.3.5 Análise dos parâmetros físico-químicos da água 

Em decorrência dos processos de mistura das massas de água, os corpos estuarinos não 

são homogêneos, ocorrendo variações ao longo de escalas de tempo e em dimensões que 

variam de microscópicas até geométricas, afetando a salinidade, dispersão de nutrientes e 

sedimentação (MIRANDA; de CASTRO; KJERFVE, 2001; VIJITH; SUNDAR; SHETYE, 

2009). Avaliações dos fatores físico-químicos são, portanto, relevantes, uma vez que fatores 

como salinidade da água, matéria orgânica dissolvida e pH interferem na adsorção de 

elementos metálicos (VIEIRA et al., 2021), e são fatores limitantes para os organismos, uma 

vez que proporcionam desafios para a sua sobrevivência e dispersão. 

Amostras de água das três regiões de estudo foram analisadas em relação a 

temperatura, salinidade, oxigênio dissolvido (OD) e pH. A temperatura e o OD foram 

medidos por meio de um medidor com sonda multiparâmetro, quanto ao pH a medição foi 

realizada através da utilização de papel indicador de pH, e a salinidade com o auxílio de 

refratômetro/salinômetro manual. 

 

2.4 Coleta dos animais e Determinação do Fator de Condição (FC) 

2.4.1 Coleta dos animais 

Em cada região (JES, SSV e CAN) foram coletados 10 exemplares juvenis de bagres 

por meio de pesca artesanal, redes de arrasto e pesca por tarrafas. Posteriormente, os animais 

foram transferidos em caixas plásticas, com bombas de aeração e água do local da coleta para 

o laboratório de pesquisa no IB-CLP. No laboratório, com o intuito de minimizar o estresse de 

captura, os animais foram aclimatados durante o período de 12h. Durante esse período foram 

mantidos em jejum, com temperatura e salinidade da água monitoradas.  

Após o período de aclimatação, os animais foram eutanasiados em solução de 

benzocaína a 50ppm (diluída em 10ml de acetona) em solução aquosa, em dosagem excessiva 

suficiente para a completa cessação dos movimentos operculares e parada respiratória. 

Posteriormente, foi feito a pesagem (g) e mensuração padrão do comprimento corpóreo (cm) e 

uma incisão ventral mediana da região cloacal até a região das brânquias para a coleta do 

intestino.  

Antes do processamento, os segmentos intestinais foram decalcados em papel branco 

para determinação do comprimento (cm) e área intestinal (cm²). A mensuração se fez 

necessária para evitar que as diferenças na área intestinal possam induzir ao erro na 
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interpretação da análise quantitativa dos neurônios. Caso ocorram alterações significativas no 

tamanho da área intestinal, será aplicado um fator de correção dado pela razão entre as áreas 

intestinais dos animais das diferentes regiões de estudo (GABELLA, 1969). 

2.4.2 Determinação do Fator de Condição (FC) 

Para determinar o Fator de Condição (FC) dos animais das três áreas de estudo foi 

utilizado os valores de peso e comprimento corporal. Tais valores foram aplicados na 

equação. Adquirir os valores de FC é de estrema importância, pois é utilizado para determinar 

o estado de bem-estar de um organismo em seu ambiente (LE CREN, 1951). 

 

K=Wt/Lt
b 

Onde: 

Wt
: 
peso total;

 

Lt: comprimento total;
 

b: coeficiente da relação peso-comprimento 

 

 

2.5 Análise histológica da parede intestinal 

Fragmentos de dois cm do intestino foram fixados em formol 10% por 24 horas e 

posteriormente transferidos para o álcool etílico a 70% até o processamento. Na sequência as 

amostras foram desidratadas em uma sequência de álcool até o absoluto, diafanizados em 

xilol e incluídos em cera de parafina, onde foram obtidos cortes transversais semi-seriados de 

5µm de espessura. 

Os cortes foram corados pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina (HE) para a 

avaliação completa da estratigrafia das camadas intestinais, altura das vilosidades (µm) e 

espessura da submucosa e túnicas musculares (µm). Para a contagem de linfócitos intra-

epiteliais (IELs), enterócitos e células mucossecretoras (caliciformes AB
+ 

e PAS
+
) os cortes 

foram corados com Ácido Periodico de Schiff e Alcina Blue. 

Considerando o formato cilíndrico do intestino, os cortes histológicos (três por animal) 

foram divididos em quadrantes (0º, 90º, 180º, 360º) (figura 2), totalizando 12 

fotomicrográficas por animal. Para medir a altura das vilosidades intestinais (µm) e da 

espessura da túnica muscular (µm) foi utilizado o aumento de 100X. Já para a contagem de 
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células caliciformes e IELs o aumento utilizado foi de 1000X. Posteriormente a razão entre 

caliciformes/enterócitos e IELS/enterócitos foi estabelecida. 

Para que as análises fossem realizadas, os cortes foram fotografados com o auxílio da 

câmera digital Motic Image® e as fotografias transferidas para o computador A avaliação da 

estratigrafia intestinal e a quantificação das células caliciformes e IELs foi realizada com 

auxílio do programa Image Pro-Plus 3.0.1. 

 

2.6. Avalição morfoquantitativa dos neurônios mioentérico 

2.6.1. Detecção da população neuronal geral (GIEMSA) (BARBOSA, 1979) 

Parte dos segmentos intestinais foi preenchido com solução fixadora (Giemsa) e 

tiveram suas pontas amarradas antes de serem imersos na mesma solução por sete dias. 

Posteriormente, cada intestino foi seccionado ao longo do eixo longitudinal na margem 

mesentérica e microdissecado em estereomicroscópio, para retirada das túnicas mucosas e 

submucosas e preservação das camadas musculares e serosas. As camadas preservadas 

formaram os preparados de membrana, que foram expostos ao corante Giemsa contendo azul 

de metileno em tampão fosfato a 0,1N (pH 6,9) por 24 horas e posteriormente montadas entre 

a lâmina e a tampa de vidro com resina sintética Permount®. 

2.6.2. Detecção da população neuronal nitrérgica (NADPH-dr+) (SCHERER-SINGLER et 

al., 1983) 

Parte dos segmentos intestinais foi lavado e preenchido com solução de PBS (ph 7,4). 

Posteriormente foram fixados em paraformoldeido 4% em PBS por 30 minutos, imersos em 

Triton X-100 por 10 minutos e lavado três vezes em PBS (10 minutos cada). Em seguida os 

segmentos foram incubados em meio de reação contendo, NBT, β-NADPH, 0,3% de Triton–

X e Tris-HCl, para posteriormente serem fixados novamente em paraformoldeido 4%. Após 

período de fixação, cada intestino foi microdissecado em estereomicroscópio, para a 

elaboração de preparados de membrana, que foram montados entra lâmina e lamínula de 

vidro, com resina sintética Permount
®
. 

2.6.3. Detecção da população neuronal metabolicamente ativa (NADH-dr+) (GABELLA, 

1969). 
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Parte dos segmentos intestinais foram lavados e preenchidos com solução de Krebs 

(pH 7,3). Após a lavagem, os segmentos foram submetidos ao procedimento para 

evidenciação dos neurônios. Para tanto, os segmentos passaram por duas lavagens de dez 

minutos cada em solução de Krebs, e foram incubados em solução de Krebs contendo Triton 

X-100 a 0,3% durante cinco minutos. Mais quatro lavagens de dez minutos em cada solução 

de Krebs foram realizadas, para posterior incubação em meio de reação constituído por 25ml 

de solução estoque de Nitro Blue Tetrazolium (NBT, solução estoque com concentração de 

0,5 mg/ml), 25 ml de tampão fosfato de sódio (0,1 M; pH 7,3), 0,05 g de β-NADH em 50ml 

de água destilada. O tempo de incubação foi padronizado em 40 minutos e a reação 

histoquímica foi acompanhada em estereomicroscópio com segmentos posteriormente  sendo 

fixados em solução de formol aldeído a 10% em tampão fosfato (0,1 M, pH 7,3). Após 

período de fixação, cada intestino foi microdissecado em estereomicroscópio, para a 

elaboração de preparados de membrana, que também foram montados entra lâmina e lamínula 

de vidro, com resina sintética Permount
®
. 

2.6.4 Análise morfoquantitativa dos neurônios mioentéricos 

Após a fixação os intestinos foram microdissecados em estereomicroscópio, com 

auxílio de uma pinça de microdissecção. Esse procedimento é feito, no intuito de se retirar as 

camadas de mucosa e submucosa, mantendo apenas as musculaturas, formando assim os 

preparados de membrana. 

A quantificação neuronal por área (mm
2
) foi realizada por meio desses preparados de 

membrana. A densidade neuronal foi obtida com o auxílio do microscópio de luz (objetiva de 

40X), sendo as imagens capturadas pela câmera digital Motic Image®, e transferidas para o 

computador. Para cada preparado de membrana foi adaptado um sistema teste constituído por 

60 campos equidistantes percorrendo toda a sua extensão (regiões mesentéria, intermediária e 

antimesentérica). 

A mensuração da área dos perfis do corpo celular (PC) e nuclear (PN) dos neurônios 

mioentéricos do intestino (µm²) foi realizada pelo programa de análise de imagem 

computadorizado Image-Pro-Plus 3.0.1. Para tanto, as imagens capturadas para a análise 

quantitativa foram utilizadas na análise morfométrica, sendo mensurados 100 neurônios de 

cada um dos preparados de membrana. Os perfis dos PC e PN tiveram suas áreas separadas 

em quatro classes de tamanho. No caso das áreas dos PC, os intervalos foram estipulados em 



30 
 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

Instituto de Biociências 
Câmpus do Litoral Paulista  

 

0-30 µm
2
, 30-60 µm

2
, 60-90 µm

2
 e 90-120 µm

2
, enquanto no caso dos PN foram de 0-15 µm

2
, 

15-30 µm
2
, 30-45 µm

2
 e 45-60 µm

2
.  

 

2.7. Análises Bioquímicas 

A atuação do sistema antioxidante intestinal dos animais foi avaliada utilizando os 

biomarcadores de exposição Glutationa S- Transferase (GST), Glutationa Peroxidase e 

Glutationa Reduzida (GSH), além dos biomarcadores de efeito peroxidação lipídica (LPO) e 

danos de DNA (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). 

Fragmentos intestinais foram mantidos em gelo e homogeneizados a 10% 

massa:volume (m:v), em tampão Tris-HCl (Tris 50 mM; EDTA 1 mM; DTT 1 mM; Surose 

50 mM; KCl a 150 mM, PMSF 1 mM, pH 7,6). Alíquotas dos homogenatos foram então 

separadas para quantificação de dano em DNA e lipoperoxidação (LPO).  

O restante da amostra foi centrifugado a 12.000 g durante 20 min a 4 °C, e alíquotas 

deste sobrenadante foram separadas para as análises de atividade de glutationa-S-transferase 

(GST), da glutationa peroxidase (GPx) e quantificação de tióis não proteicos (glutationa 

reduzida, GSH). As atividades da GST (KEEN et al., 1976) e da GPx (SIES et al., 1979) 

foram determinadas por espectrofotometria a 340 nm. Níveis de GSH foram medidos por 

espectrofotometria a 415nm (SEDLAK E LINDSAY, 1968).  

Os níveis de peroxidação lipídica (LPO) foram quantificados pelo método das 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBAR) proposto por Wills (1987), através de 

fluorescência (λex 532nm e 556nm λem). O método empregado para avaliação dos danos em 

DNA foi o da precipitação alcalina (GAGNÉ E BLAISE, 1995). O ensaio é baseado na 

precipitação do DNA genômico ligado às proteínas através do SDS (dodecil sulfato de sódio), 

deixando livre no sobrenadante as quebras simples na cadeia de DNA-proteína. Estes 

filamentos de DNA foram quantificados utilizando fluorescência (λex 360nm e 450nm λem) 

após coloração com corante Hoescht. Soluções padrão de DNA de esperma de salmão foram 

usadas para calibração.  

Todas as análises foram normalizadas pelas concentrações de proteína, as quais foram 

por sua vez determinadas por espectrofotometria a 595nm (BRADFORD, 1976) utilizando 

BSA (proteína albumina do soro bovino) como padrão. As leituras de absorbância e 

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

 



31 
 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
“JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

Instituto de Biociências 
Câmpus do Litoral Paulista  

 

2.8. Análise estatística  

2.8.1. Correlação de Pearson 

No programa Microsoft Excel foi calculado o coeficiente de correlação de Pearson 

entre as variáveis de peso e comprimento corpóreo; e PC e PN dos animais das três áreas de 

estudo. Esse coeficiente mede o grau de correlação entre duas variáveis, ou seja, a 

dependência entre elas. O grau de correlação pode variar no intervalo de -1 a 1, o que 

demonstra se as variáveis aumentam conjuntamente ou inversamente. 

De acordo com o grau de dependência das variáveis relacionadas (peso/comprimento e 

PC/PN) foi atribuído valores dentro do intervalo estipulado. Valores que se aproximaram de 1 

representam uma correlação perfeita e positiva entre duas variáveis, ou seja, as duas variáveis 

analisadas apresentam a mesma tendência, aumentam juntas ou diminuem juntas. Valores 

próximos a 0 demonstram que as variáveis não apresentam correlação, não tendo dependência 

uma da outra. Por fim, valores próximos a -1 demonstram que as variáveis analisadas têm 

correlações perfeitas e negativas, sendo assim tem tendências contrarias, com uma 

aumentando e outra diminuindo. 

2.8.2. Tratamento dos dados 

Os resultados dos parâmetros biométricos, da espessura das camadas estratigráficas 

intestinais, quantidade de células caliciformes AB
+ 

e PAS
+
, IELs, densidade neuronal e 

análise das áreas dos PC e PN dos neurônios nitrérgicos foram submetidos ao teste de 

Shapiro-Wilk para verificar a normalidade e ao teste de Levene para verificar a 

homocedasticidade. Os resultados foram analisados pelo teste de One-way ANOVA, e 

expressos em média ± desvio padrão com nível de significância de 5%.  

A significância das diferenças entre os tratamentos foi avaliada também por meio da 

Análise Permutacional de Variância (PERMANOVA ―main test‖) multivariada 

(ANDERSON, 2008), considerando as áreas de estudo como fatores fixos (JES, CAN e SSV). 

As variáveis da matriz multivariada foram normalizadas para que tivessem igual importância 

na análise. Quando o teste principal apresentou resultado significativo (p<0,05), foi aplicado 

teste a posteriori (―pairwise multiple comparisons test‖) para identificar quais níveis diferiram 

entre si. A homogeneidade das variâncias foi analisada utilizando PERMDISP. Uma vez que 

o resultado da PERMANOVA é sensível à heterocedasticidade dos dados, em casos em que 

foi identificada, foi observado se as séries de dados, apesar da sua heterocedasticidade, 
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possuíam locação suficientemente distintas para corroborar uma eventual diferença 

significativa apontada pela PERMANOVA. Todos os testes foram realizados baseados em 

matrizes de semelhança de distâncias Euclidianas para os dados univariados e multivariados.  

Os resíduos foram permutados usando permutação irrestrita de dados brutos. Os valores de p 

Monte Carlo foram usados quando o número de permutações foi menores que 50 

(ANDERSON et al., 2008). Para estas análises foi utilizado o software PRIMER 6.0. 

Os resultados dos biomarcadores bioquímicos também foram integrados por meio do 

Índice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) proposto por Liu et al. (2013). Para 

isso foram criados índices, a partir da normalização de cada valor de resposta de biomarcador 

individual, sendo realizado por subtração do valor médio geral e dividido por seu desvio 

padrão. Cada valor normalizado foi então adicionado ao valor mínimo obtido para cada 

biomarcador (escore Z). Os índices foram calculados, cada pontuação média do biomarcador 

Z foi então multiplicada por uma ponderação (DNA=2, LPO=2, GPx=1, GST=1, GSH=1, 

designado de acordo com a importância sistêmica de cada biomarcador. Os escores de 

resposta do biomarcador foram plotados como gráficos de radar. Para obter o índice integrado 

de resposta de biomarcador (IBR), a soma de todas as pontuações de resposta de biomarcador 

para cada tratamento foi dividida pela soma de todas as ponderações, fornecendo o grau final 

de efeito para cada tratamento.  

A análise fatorial com análise de componentes principais (FA / PCA) foi utilizado 

como o procedimento de extração para destacar as associações entre as respostas do fator de 

condição, estratigrafia das camadas intestinais ( altura da vilosidade, espessura da submucosa 

e espessura da musculatura), quantidade de caliciformes PAS
+ 

e AB
+
, quantidade de IELs, 

densidade neuronal mioentérica da população geral e das subpopulações NADPH-dr
+ 

e 

NADH-dr
+
, morfometria dos PC e PN da população geral mioentérica e das subpopulações 

NADPH-dr
+ 

e NADH-dr
+
, danos em DNA, LPO e expressão de GPx, GSH e GST. As 

variáveis foram autoescalonadas (padronizadas) para terem igual importância. 

Apenas fatores com autovalores maiores que 1,0 foram interpretados (critério de 

Kaiser). As variáveis selecionadas para interpretação foram aquelas associadas aos fatores 

com carregamento ≥0,60, valor mais conservador que o corte de carregamento recomendado 

por Tabachnic e Fidell (1996). A relevância das associações observadas foi estimada pelo 

cálculo do fator de pontuação de cada caso para o centróide de todos os casos para os dados 
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originais. Todas as análises foram realizadas no software STATISTICA 12 (StatSoft Inc., 

EUA). 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Parâmetros físico-químicos e caracterização do sedimento 

Os animais foram coletados nas três áreas durante o período do inverno, entre os 

meses de Maio e Julho de 2019, para que assim as condições ambientais fossem semelhantes 

nas três localidades e não influenciassem nos resultados (tabela 1). Nesse sentido, as maiores 

variações foram encontradas em relação a salinidade, com JES apresentando os menores 

valores (15) e SSV os maiores (30).  

 

Tabela 1. Parâmetros físico-químicos (salinidade, temperatura, pH e oxigênio dissolvido na 

água) e caracterização do sedimento (granulometria, matéria orgânica (M.O) e 

carbonato) das áreas Estação Ecológica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino 

Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-São 

Vicente (SSV).  

Parâmetros físico-químicos 

Região Salinidade Temperatura (°C) pH 
Oxigênio Dissolvido 

(mg/L) 

JES 15 22,7 7 6,2 

CAN 25 23,0 6 7,3 

SSV 30 23,4 6 6,0 

Caracterização do sedimento 

Região Granulometria M.O (%) CaCo3 (%) 

 Finos (%) Grossos (%)   

JES 45,12% 59,45% 3,30% 3,29% 

CAN 32,44% 67,75% 5,43% 4,61% 

SSV 17,86% 82,43% 5,13% 25,65% 

 

Nas três regiões de estudo o sedimento coletado foi predominantemente classificado 

como grosso (tabela 1). A região de SSV apresentou a maior porcentagem de sedimentos 

classificados como grossos (82,43%), enquanto JES apresentou a maior porcentagem de 

sedimento classificados como finos (45,12%). 
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As regiões de CAN e SSV apresentaram valores próximos de M.O (5,45% e 5,13%), 

que foram respectivamente 2,13% e 1,83% superiores aos encontrados em JES (tabela 1). Em 

SSV foi encontrado a maior porcentagem de carbonato (25,65%), que foi superior a de JES e 

CAN respectivamente em 22,36% e 21,04% (tabela 1). 

 

3.2 Quantificação de metais no sedimento 

Doze metais tiveram suas concentrações analisadas nas três áreas de estudo (tabela 2), 

porém apenas metade dos analisados tem valores de referência estipulados pela resolução 

CONAMA 454, não havendo valores referência para as concentrações de manganês (Mn), 

escândio (Sc), estrôncio (Sr), titânio (Ti) e vanádio (V) nas legislações utilizadas como 

referência. 

Tabela 2. Concentração (mg/kg) de metais no sedimento das regiões Estação Ecológica 

Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe 

(CAN) e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV).  

Elementos JES CAN SSV 

Cal. conc. (mg/kg) Cal. conc. (mg/kg) Cal. conc. (mg/kg) 

As 4,78 1,96 3,88 

Cd 0,19 0,04 0,20 

Cr 12,68 2,98 12,32 

Cu 4,29 103,46 7,19 

Mn 76,48 55,86 89,93 

Ni 5,12 10,87 4,11 

Pb 6,73 78,01 5,31 

Sc 1,95 0,37 1,21 

Sr 22,93 7,87 245,89 

Ti 92,75 59,22 134,66 

V 15,34 3,94 9,61 

Zn 21,90 187,12 38,98 

 

Três metais violaram os valores guia de referência do primeiro nível propostos pelo 

Guia da Qualidade de Sedimento Dragado no Brasil (CONAMA, 454) e a Guias de Qualidade 
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de Sedimentos brasileira (CONAMA, 454) e canadense (EC, 2007) apresentando 

concentrações altamente elevadas em CAN, sendo eles: cobre (Cu), chumbo (Pb) e zinco 

(Zn). Na comparação com a área referência (JES), as concentrações de Cu, Pb e Zn foram 

respectivamente 2306,98%, 1059,09% e 754,25% mais altas. As concentrações desses três 

metais também foram elevadas na comparação com SSV, sendo 1338,42% (Cu), 1367,52% 

(Pb) e 380,03% (Zn) mais altas em CAN (tabela 2). 

Mesmo com as concentrações de Zn não sendo tão elevadas quando em CAN, a 

concentração encontrada em SSV chama atenção quando utilizamos como referência SQGs 

específicos. Da mesma maneira utilizando essas concentrações de referência locais, chama a 

atenção as concentrações de níquel (Ni) encontradas em SSV. 

Também merece destaque as concentrações de estrôncio (Sr), apesar de não ser um 

metal com concentrações referência nas legislações foi encontrado elevada concentração SSV. 

Tal concentração foi 972,30% mais elevada do que a encontrada em JES e 3023,55% mais 

elevada do que a encontrada em CAN (tabela 2).  

 

3.3 Parâmetros biométricos 

Os bagres da área referência (JES) apresentaram maiores valores médios de 

comprimento corporal em comparação com os bagres das áreas antropizadas (CAN e SSV), 

sendo que as diferenças encontradas foram significativas (p<0,05) (tabela 3).  A diferença na 

comparação entre os animais de JES e CAN foi de 18,24%, e na comparação de JES e SSV 

foi de 35,81%. Os menores valores de comprimento corporal foram dos animais de SSV, 

sendo 72,64% menores que os animais de CAN (p<0,05). 
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Tabela 3. Parâmetros biométricos (peso, comprimento corporal, área intestinal, fator de 

condição) expressões em média ± desvio padrão e Correção de Pearson entre as 

variáveis peso e comprimento corporal, dos bagres Genidens barbus (n=10 por 

grupo) das áreas Estação Ecológica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino 

Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-

São Vicente (SSV).  

 Parâmetros biométricos 

Região 
Peso 

(g) 

Comprimento 

Corporal (cm) 

Área intestinal 

(cm
2
) 

Fator de 

condição (FC) 

Correlação 

de Pearson 

(peso/compr

imento) 

JES 114,36±42,29
a 

23,85±2,48
a 

13,22±5,47
a 

0,80
a
 0,92 

CAN 65,63±26,21
b 

19,50±2,35
b 

13,42±5,08
a 

0,85
a
 0,95 

SSV 28,73±11,68
c 

15,31±2,11
c
 10,70±5,48

a
 0,79

a
 0,71 

*letras diferentes na mesma coluna demonstram diferença estatística significativa (p<0,05) pelo teste 

de One Way ANOVA. 

Entretanto, as diferenças mais expressivas foram nas comparações dos pesos médios 

dos animais, com os bagres de JES apresentando valores médios maiores que os animais de 

CAN e SSV (p<0,05) (tabela 3). Nesse sentido, os bagres de JES tiveram seus pesos 42,62% 

maior que os de CAN e 74,88% maior que os de SSV. Assim como no comprimento, os 

animais de SSV apresentaram os menores valores de peso, sendo tais valores 56,23% menor 

que os bagres de CAN. 

Utilizando a Correlação de Pearson, foi observado dependência das duas variáveis nos 

bagres das três áreas de estudo. No caso dos animais de JES e CAN os valores das correlações 

foram de 0,92 e 0,95 respectivamente, caracterizando correlações positivas e muito fortes, 

enquanto nos animais de SSV a correlação apresentou o valor de 0,71, sendo classificada 

como positiva e forte (tabela 3) (figura 2). 
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Figura 2. Correlação de Pearson dos valores de peso (g) e comprimento corpóreo (cm) dos bagres 

Genidens barbus da Estação Ecológica Juréia-Itatins (JES) (muito forte – p = 0,92), 

Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) (muito forte – p=0,95) e 

Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV) (forte – p=0,71). 
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Apesar dessas diferenças corpóreas, não ocorreu diferenças significativas (p>0,05) 

entre os FCs dos bagres das três áreas de estudo, demonstrando que os animais analisados 

tinham a mesma condição corporal (tabela 3). Também, não ocorreram diferenças 

significativas (p>0,05) na área intestinal, dispensando a necessidade da utilização do fator de 

correção para as análises morfoquantitativas do plexo mioentérico. 

 

3.4 Análise histológica do intestino 

As camadas estratigráficas do intestino de Genidens barbus nas três regiões de estudo 

seguiram o padrão descrito para órgãos tubulares, com as camadas: mucosa, submucosa, 

muscular e serosa (figura 3). 

 

 

Figura 3. Fotomicrografia do intestino de bagres Genidens barbus da Estação Ecológica Juréia-Itatins 

(JES) (A), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) (B) e Complexo 

Estuarino de Santos-São Vicente (SSV) (C), indicando as vilosidades (Vl), submucosa (S), 

musculatura (M), epitélio retilíneo (cabeça de seta) e vilosidades fundidas (seta). 

 

Nos parâmetros morfométricos do intestino, diferenças significativas (p<0,05) foram 

encontradas (tabela 4) (figura 4). As diferenças mais expressivas foram em relação à altura 

das vilosidades, pois os bagres de JES (área referência) apresentaram vilosidades com alturas 

médias de 56,65% maior do que as alturas médias das vilosidades dos bagres de CAN 

(p<0,05). Porém, na comparação com os valores médios das vilosidades de SSV, as 

vilosidades dos bagres de JES foram 39,72% menores (p>0,05). Por fim, a maior diferença 

observada em relação às vilosidades foi na comparação entre CAN e SSV, com as vilosidades 

dos últimos estando 222,31% maiores (tabela 4) (figura 4). 
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Tabela 4. Espessura das camadas estratigráficas do intestino de bagres Genidens barbus 

(n=10 por região) da Estação Ecológica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino 

Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-

São Vicente (SSV).  

  *
Letras diferentes demonstram diferença significativa pelo teste de One Way ANOVA 

(p<0,05). 

 

Figura 4. Representação gráfica da espessura das camadas da parede intestinal (µm
2
) dos bagres 

Genidens barbus (n=10 por região) da Estação Ecológica Juréia-Itatins (JES), Sistema 

Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-

São Vicente (SSV). *Letras diferentes demonstram diferença significativa pelo teste de 

One Way ANOVA (p<0,05). 

 

Durante as observações do intestino dos bagres de SSV foram encontradas inúmeras 

vilosidades fundidas nas bases e ápices (figura 3). Já no caso dos bagres de CAN, como 

consequência da menor altura das vilosidades, o epitélio apresentou em toda a sua extensão 

vilosidades achatadas em alguns animais (figura 3). 

As diferenças observadas, principalmente na altura das vilosidades refletiram na 

espessura da parede total intestinal (figura 4).  Sendo assim, a parede do intestino dos bagres 

de CAN apresentou a espessura 49,11% menor do que dos bagres de JES (p<0,05). Essa 

menor espessura nos animais de CAN ocorreu também no comparativo com os bagres de 

Áreas Vilosidades (µm) Submucosa (µm) Muscular (µm) 
Parede Total 

(µm) 

JES 313,14±150,16
a
 13,21±4,54

a
 85,33±35,52

a 
411,68±143,74

a
 

CAN 135,75±27,15
b 

12,67±3,92
a
 61,12±21,12

ab 
209,54±43,62

b
 

SSV 437,54±83,99
a
 9,53±1,64

a
 53,48±21,74

b
 500,55±75,60

a 
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SSV, estando 58,14% menor (p<0,05). Já na comparação entre JES e SSV não ocorreu 

diferenças significativas (p>0,05) (figura 4). 

Não foram observadas diferenças significativas na espessura da camada de submucosa 

entre os bagres das três áreas de estudo. Porém, diferenças foram observadas em relação à 

espessura da camada muscular do intestino dos bagres de JES e SSV, com os últimos 

apresentando a espessura menor 37,22% (p<0,05). Nas comparações entre as musculaturas 

dos bagres de JES e CAN e CAN e SSV, não foram observadas diferenças significativas 

(p>0,05) (tabela 4) (figura 4). 

Em relação às células caliciformes AB
+
 e PAS

+
 e IELs foram observadas diferenças 

significativas (p<0,05) na comparação entre os intestinos dos bagres das três áreas de estudo 

(tabela 5) (figuras 5 e 6).  

 

Tabela 5. Relação Caliciformes AB
+
/Enterocitos, Caliciformes PAS

+
/ Enterocitos e 

IELs/Enterocitos do intestino de bagres Genidens barbus (n=10 por região) da 

Estação Ecológica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-

Iguape-Peruíbe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV).  

Áreas Caliciformes AB
+
/E Caliciformes PAS

+
/E IELs/E 

JES 24,45±10,23
a
 35,79±12,44

a
 6,25±1,85

a
 

CAN 24,65±10,87
a
 29,16±8,69

a
 6,69±2,59

a
 

SSV 15,07±4,06
b
 19,15±3,64

b
 4,30±0,50

b
 

*
Letras diferentes demonstram diferença significativa pelo teste de One Way ANOVA 

(p<0,05). 
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Figura 5. Representação gráfica das relações Caliciformes AB
+
/Enterócitos, Caliciformes 

PAS
+
/Enterocitos e IELs/Enterócito do epitélio intestinal dos bagres Genidens barbus (n=10 

por região) da Estação Ecológica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de 

Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV). 

*Letras diferentes demonstram diferença significativa pelo teste de One Way ANOVA 

(p<0,05). 

 

O intestino dos bagres de SSV apresentaram uma quantidade de caliciformes AB
+
 e 

PAS
+ 

38,37% e 46,5% menores do que a observada nos intestinos dos bagres de JES (p<0,05). 

Os intestinos de SSV também apresentaram diferenças significativas em relação às 

caliciformes na comparação com os intestinos dos bagres de CAN, sendo observado nos de 

SSV quantidades de caliciformes AB
+ 

e PAS
+
 respectivamente 37,84% e 20,74% menores do 

que as observadas em CAN (p<0,05). Já na comparação entre os intestinos dos bagres de JES 

e CAN, não foi verificado diferença significativa (p>0,05) (tabela 5) (figuras 5 e 6). 
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Figura 6. Fotomicrografia do intestino dos bagres Genidens barbus da Estação Ecológica Juréia-

Itatins (JES) (A, B e C), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) 

(D, E e F) e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV) (G, H e I). (*) células 

caliciformes PAS
+
 evidenciadas pela técnica de Reativo de Schiff, (cabeça de seta) células 

caliciformes AB
+ 

evidenciadas pela técnica de Alcian Blue, (setas) Linfócitos Intra-

epiteliais (IELs) evidenciados pela técnica de HE. 

 

Diferenças também foram observadas na quantidade de IELs, com os intestinos dos 

bagres de SSV apresentando 31,2% menos IELs que os intestinos dos bagres de JES (p<0,05). 

Os bagres de SSV apresentaram também 35,75% menos IELs que os dos animais de CAN 

(p<0,05). Não ocorreram diferenças significativas entre as quantidades dessas células nos 

intestinos dos bagres de JES e CAN (tabela 5) (figura 5). 

 

3.5 Análise morfoquantitativa do Plexo Mioentérico 

O plexo apresentou morfologia semelhante nos animais das três áreas de estudo, com 

os neurônios distribuídos em uma rede neuronal extremamente difusa com cordões nervosos 

por toda a extensão da musculatura intestinal (figura 7). Não foram observados agrupamentos 

neuronais (gânglios). 
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Figura 7. Fotomicrografia do plexo mioentérico de bagres Genidens barbus, da Estação Ecológica 

Juréia-Itatins (JES) (A, B, G e J); Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe 

(CAN) (C, D, H e K) e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV) (E, F, I e L), 

evidenciando as população neuronal geral (J, K e L), subpopulação nitrérgica (A, B, C, D, 

E e F) e subpopulação metabolicamente ativa NADH-dr
+ 

(G, H e I). 

 

Diferenças significativas (p<0,05) foram observadas em relação a densidade da 

população geral de neurônios mioentéricos nos animais das três regiões de estudo. O plexo 

dos animais de CAN apresentou as maiores densidades neuronais, que foram 100,20% 

maiores do que as observadas em JES e 52,94% maior do que a observada no plexo dos 

animais de SSV. Os animais da última também apresentaram densidade 30,89% maior 

(P<0,05), que a do plexo dos animais de JES (tabela 6) (figura 8). Não foram observadas 
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diferenças em relação a morfometria dos PC e PN no plexo dos animais das três regiões 

(tabela 6) (figura 9). 

 

Tabela 6. Densidade neuronal/mm
2
 e analise monométrica do perfil celular (PC) e nuclear 

(PN) da população neuronal geral mioentérica (Giemsa) e das subpopulações 

neuronais mioentéricas nitrergica (NADPH-dr
+
) e metabolicamente ativa (NADH-

dr
+
) do intestino de bagres Genidens barbus (n=10 por região) da Estação 

Ecológica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-

Peruíbe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV).  

*
Letras diferentes na mesma coluna demonstram diferença estatística significativa (p<0,05) pelo teste 

de One Way ANOVA 

 

 Giemsa  NADPH-dr
+
  NADH-dr

+
 

 Densidade (mm
2
) 

JES 1359,99± 132,31
a 

 318,89± 24,04
a
  1006,38± 15,74

a
 

CAN 2722,76± 159,61
b
  315,70± 57,51ª  749,36± 70,96

b
 

SSV 1780,21± 277,93
c
  350,40± 59,40

a
  1184,05± 23,07

c
 

 Morfometria (µm
2
) 

 PC PN  PC PN  PC PN 

JES 24,20±3,92
a
 12,41±2,27

a
  39,95±9,18

a
 16,05±2,39

a
  46,39± 8,57

a
 15,31± 2,37

a
 

CAN 24,70±1,67
a
 11,71±1,41

a
  42,71±7,73

b
 20,23±3,23

b
  38,04±5,06

b
 15,17± 1,32

a
 

SSV 24,45± 3,09
a
 11,50± 1,65

a
  36,52±7,05

a
 18,04±3,34

ab
  29,69± 2,58

c
 12,77± 1,70

b
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Figura 8. Densidade neuronal (mm
2
) da população neuronal geral (Giemsa), subpopulação nitrergica 

(NADPH-dr
+
) e subpopulação metabolicamente ativa (NADH-dr

+
) do plexo mioentérico do 

intestino de bagres Genidens barbus (n=10 por região), coletados nas áreas Estação 

Ecológica Jureia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe 

(CAN) e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV). *Letras diferentes 

demonstram diferença estatística significativa pelo teste de One Way ANOVA (p<0,05). 

 

Diferente do que foi observado na população geral, não ocorreram diferenças 

significativas (p>0,05) na densidade da subpopulação nitrérgica entre o plexo dos animais das 

três regiões de coleta. Contudo, diferenças foram observadas em relação à morfometria, com 

os neurônios nitrérgicos do plexo mioentérico dos bagres de JES apresentando área média dos 

PC 6,9% menor que os de CAN (p<0,05) (tabela 6) (figura 9). Os neurônios da subpopulação 

nitrérgica apresentaram a área média dos PCs 16,94% maior que os de SSV. Já nas 

comparações JES e SSV não foram constatadas diferenças nas áreas médias dos PCs (tabela 

6) (figura 9). Em menor proporção, foram notadas diferenças significativas na área média dos 

PNs, com os bagres de JES apresentando área média dos PNs 26,04% menor que os de CAN 

(tabela 6) (figura 10). Porém, nas comparações entre JES e SSV e CAN e SSV não foram 

observadas diferenças significativas nas áreas médias dos PNs (p>0,05).  
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Figura 9. Perfil celular (PC) (A) e perfil nuclear (PN) (B) dos neurônios da população neuronal geral 

(Giemsa), subpopulação nitrergica (NADPH-dr
+
) e subpopulação metabolicamente ativa 

(NADH-dr
+
) do plexo mioentérico do intestino de bagres Genidens barbus coletados nas 

regiões Estação Ecológica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-

Iguape-Peruíbe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV). *Letras 

diferentes demonstram diferença significativa pelo teste de One Way ANOVA (p<0,05). 

 

No que diz respeito a subpopulação metabolicamente ativa, diferenças foram 

observadas na comparação dos animais das três áreas de estudo. Essas diferenças se deram 

por uma densidade neuronal 25,54% menor (p<0,05) no plexo dos bagres de CAN na 

comparação com JES, e 36,72% menor na comparação com SSV (tabela 6) (figura 10). Na 

comparação de JES com SSV, essa última apresentou aumento de 17,6% (p<0,05). Em 

relação a morfometria, os neurônios metabolicamente ativos dos bagres de JES apresentaram 

áreas médias de PC 18% maiores que os de CAN e 36% maior que os de SSV (p<0,05) 

(tabela 6) (figura 9). Os neurônios do plexo mioentérico dos animais dessa última região 

apresentaram as menores áreas médias de PC, sendo 21,96% menor que os de CAN (figura 9). 

No caso de SSV também foi observado menores áreas de PN na comparação com as demais 

áreas, sendo 16, 6% menor que a dos neurônios de JES e 19,78% menor que os de CAN 

(tabela 6) (figura 9). 

Os valores do coeficiente de correlação de Pearson demonstram que as variáveis PC e 

PN crescem conjuntamente, ou seja, dependem uma da outra, em todas as populações 

neuronais analisadas. Em todas as regiões de estudos, as correlações foram classificadas como 

moderadas ou fortes. No caso esses resultados deixam explicito a tendência de aumento na 
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área corpo celular e núcleo dos neurônios da subpopulação nitrérgica. Já no caso de SSV 

esses resultados deixam explícito a tendência de diminuição da área dos neurônios da 

subpopulação metabolicamente ativa (figura 10). 

 

 

Figura 10. Correlação de Pearson dos valores de PC e PN dos neurônios mioentérico da população 

geral (Giemsa) (A, D e G),  subpopulação metabolicamente ativa (NADH-dr
+
)(B, E e H) 

e subpopulação nitrérgica (NADPH-dr
+
) (C, F e I) dos bagres Genidens barbus (n=10 por 

região) da Estação Ecológica Juréia-Itatins (JES) (A, B e C), Sistema Estuarino Lagunar 

de Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) (D, E e F) e Complexo Estuarino de Santos-São 

Vicente (SSV) (G, H e I). Correlação forte (A,D,E,F,G,H e I) e correlação modera (B e 

C). 

 

Os resultados das análises do histograma de frequência, foram complementares, não 

sendo observado diferenças significativas na distribuição dos neurônios da população geral 

nas classes de PC e PN em nenhuma das regiões estuarinas analisadas (figura 11). Em relação 

à área média dos PCs dos  neurônios da subpopulação NADH-dr
+
, percebe-se,  que apenas 

nos bagres de JES existe a classe 90-120 (µm²), o que evidencia os maiores valores de áreas 

nesses animais (figura 11).Outra analise,  que demonstra a maior frequência de neurônios com 

áreas maiores em JES,  é que os neurônios mioentéricos dessa última,  ocuparam com mais 
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frequência a classe 60-90 (µm²) em comparação com CAN e SSV, sendo nessas duas últimas 

encontrado 12,14% e 15,64% , respectivamente menos neurônios nessa classe. 

 

Figura 11. Histograma de frequência dos perfis celular (PC) e nuclear (PN) dos neurônios da 

população neuronal geral (Giemsa) (A e D), subpopulação metabolicamente ativa 

(NADH-dr
+
) (B e E) e subpopulação nitrergica (NADPH-dr

+
) (C e F) do plexo 

mioentérico do intestino de bagres Genidens barbus coletados nas áreas de Estação 

Ecológica Jureia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe 

(CAN) e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV). Nas comparações entre as 

classes de PN letras diferentes demonstram diferença significativa pelo teste de One Way 

ANOVA (p<0,05). 

 

Porém, os resultados mais expressivos no histograma de frequência de PC da 

subpopulação metabolicamente ativa, concentraram-se em SSV, pois há o predomínio de 

neurônios com áreas de PC na classe 0-30 (µm²) (58,67% de todos os neurônios) e uma menor 

frequência na classe 30-60 (µm²), sendo essa frequência 15,83% menor que a de JES e 20,6% 

menor que CAN (figura 11). Tais resultados, auxiliam a perceber o predomínio de neurônios 

com menores valores de áreas em SSV. 

Em relação ao histograma de frequência do PN da subpopulação NADH-dr
+
, percebe-

se que em JES, há a existência da classe 45-60 (µm²), que apesar de representar apenas 0,25% 

dos núcleos de JES, não está presente em CAN e SSV, essa última, apresentou os menores 
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valores médios de PN (figura 11). Porém, os resultados que merecem maior destaque,  são o 

fato de que em SSV,  há maior frequência de núcleos na classe 0-15(µm²) (15,89% maior que 

JES e 16,89% maior que CAN) ao mesmo tempo,  que uma frequência menor na classe 15-

30(µm²) (12,63% menor que JES e 12,88% menor que CAN) (figura 12). 

Os resultados dos histogramas de frequência também foram complementares no caso 

da subpopulação NADPH-dr
+
. Em relação à área do PC 14,28% mais neurônios foram 

classificados na classe de 0-30µm
2
 e 6,92% a menos na classe 60-90 µm

2 
em SSV, quando 

comparado com CAN (figura 11). Isso demonstra a maior frequência de neurônios com áreas 

de PC maiores em CAN, como já havia sido apontado, anteriormente. 

Em relação ao histograma de frequência dos PN, os resultados deixam explícito a 

maior área de PN em CAN na comparação com JES, pois na primeira foi encontrada a 

frequência de núcleos na classe 0-15µm
2
 28,07% menor, enquanto nas classes 15-30 µm

2 
e 

30-45 µm
2 

a frequência foi respectivamente 24,79% e 2,7% maior (figura 11). 

 

3.6 Biomarcadores bioquímicos 

Poucas variações foram observadas em relação aos biomarcadores bioquímicos no 

intestino dos bagres das três regiões avaliadas. No caso dos biomarcadores de exposição não 

foi observado diferenças significativas (p<0,05) na atividade da GST e GSH na comparação 

das três regiões. Porém, no caso da atividade enzimática da GPx foi observado em CAN o 

aumento da atividade em 35,89% em relação a JES (p>0,05) (figura 14). Já na comparação 

JES e SSV, apesar do aumento da atividade da GPx,  não ocorreu diferenças significativas 

(p>0,05), assim como não aconteceu na comparação CAN e SSV (p>0,05) (figura 12). 
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Figura 12. Respostas dos biomarcadores de efeito, LPO (A) e Dano em DNA (B) e de exposição GSH 

(C), GST (D) e GPx (E) do intestino dos bagres Genidens barbus da Estação Ecológica 

Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) e 

Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV). Letras diferentes demonstram 

diferença significativa pelo teste de One Way ANOVA (p<0,05). 

 

No caso dos biomarcadores de efeito (dano de DNA e LPO), não foi observado 

variações significativas nas comparações entre os intestinos dos animais das três regiões de 

estudo (figura 12). 

Os resultados do IBR evidenciam, que no intestino dos bagres de JES, como esperado, 

não ocorreram alterações nas enzimas antioxidantes GPx, GST e GSH. Somado a isso, como 

já era esperado por JES ser a área referência, observou-se valores de LPO e Danos em DNA 

relativamente baixos (figura 13). 
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Figura 13. Respostas integradas dos biomarcadores bioquímicos no intestino dos bagres Genidens 

barbus da Estação Ecológica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de 

Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV). 

 

Diferente do que foi observado em JES, no caso de CAN o IBR evidenciou alterações 

nos biomarcadores exposição e efeito. Em relação aos biomarcadores de exposição, percebe-

se inibição da GST ao mesmo tempo em que ocorre indução da atividade da GPx e GSH 

(figura 13). No caso dos biomarcadores de efeito, também é possível perceber aumento nos 

Danos de DNA no intestino dos bagres de CAN (figura 13). Os valores de LPO foram 

semelhantes aos encontrados no intestino dos bagres da área referência, indicando ausência de 

estresse oxidativo pela via estudada.  

O IBR também evidenciou a indução da atividade dos biomarcadores de exposição 

(GPx, GSH e GST) no intestino dos bagres de SSV (figura 13). Além disso, assim como em 

CAN, ocorreu no intestino dos bagres de SSV a indução de Danos em DNA (figura 13). A 

atividade da LPO no intestino dos bagres de JES apresentou-se levemente maior que nas duas 

regiões anteriores. 
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3.7 Permanova e n-MDS 

 

As análises multivariadas indicam diferença significativa (p<0,001) entre as três 

regiões de estudo (tabela 7). O gráfico plotado a partir da matriz analisada demonstrou a 

separação considerável entre as três regiões de estudo (JES, CAN e SSV) (figura 14). 

 

Tabela 7. PERMANOVA calculada a partir dos dados dos biomarcadores bioquímicos e 

morfológicos, assim como Análise multivariada dos bagres das regiões da Estação 

Ecológica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-

Peruíbe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-São Vicente (SSV). 

 

Teste Pairwise 

Grupos P (perm) Perms P (MC) 

JES, CAN 2,1499 0,001 934 0,001 

JES, SSV 1,8469 0,002 750 0,007 

CAN, SSV 2,5659 0,001 920 0,001 

 

Contribuindo para a separação das regiões na análise n-MDS, há diferentes variáveis. 

Segundo verificado pelo SIMPER, em relação às regiões de JES e CAN, os biomarcadores 

que mais influenciaram na separação das regiões, foram as análises morfoquantitativas da 

população neuronal mioentérica geral (Giemsa) a espessura da parede total do intestino e a 

indução do Dano em DNA e da atividade da GPx. No caso das regiões JES e SSV os 

biomarcadores, que influenciaram na separação das regiões foram as análises morfométricas 

de PC e PN da subpopulação metabolicamente ativa; a quantidade de caliciformes PAS
+
; a 

espessura da camada muscular; o FC e a atividade da GPx. Por fim, no caso das regiões de 

CAN e SSV os biomarcadores, que influenciaram na separação dessas áreas foram a 

densidade da população geral de neurônios mioentéricos (Giemsa) e da subpopulação 

nitrérgica   a altura das vilosidades e a espessura da parede total; e a atividade das enzimas 

GSH e GST. 
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Figura 14. Análise de n-MDS indicando a separação das regiões avaliadas através de analises 

multivariadas (PERMANOVA). Estação Ecológica Juréia-Itatins (JES), Sistema 

Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruíbe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-

São Vicente (SSV). 

 

3.8 Análise de Componentes Principais 

Dois fatores foram extraídos da matriz original de dados. O fator 1 positivo (F1+) 

explicou 59,14% da variância e mostrou a associação da indução da atividade da GPx e 

aumento do LPO. Estes ―factor scores‖ foram particularmente relevantes em SSV. No Fator 1 

negativo (F1-) os resultados demonstraram a associação da espessura das camadas de 

submucosa e musculatura; quantidade de caliciformes PAS
+ 

e AB
+
; quantidade de IELs; e 

área dos PC e PN da população geral de neurônios mioentéricos e da subpopulação 

mioentérica metabolicamente ativa (tabela 8) estas relações apresentaram valores elevados em 

JES e consequentemente reduzidos em SSV. 
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Tabela 8. Fatores extraídos nas análises dos bagres Genidens barbus do Complexo Estuarino de 

Santos-São Vicente (SSV) (fator 1) e Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-

Peruíbe (CAN) (fator 2). 

Item analisado Fator 1 Fator 2 

Vilosidade 0,42053 -0,90728 

Submucosa -0,93225 0,36182 

Muscular -0,97371 -0,22779 

Parede Total 0,326 -0,945 

Densidade subpopulação nitrérgica (NADPH) 0,434 -0,900 

Morfometria Perfil Celular (PC) 0,266 0,963 

Morfometria Perfil Nuclear (PN) 0,607 0,794 

Relação Caliciformes PAS+/E -0,986 0,165 

Relação Caliciformes AB+/E -0,875 0,482 

Relação IELS/E -0,961 0,273 

Fator de Condição -0,568 0,822 

Dano em DNA 0,365 0,930 

LPO 0,895 -0,444 

GSH 0,107 0,994 

GST 0,483 -0,875 

GPx 0,850 0,525 

Densidade subpopulação NADH-dr 0,467 -0,884 

Morfometria Perfil Celular (PC) -0,995 0,094 

Morfometria Perfil Nuclear (PN) -0,985 -0,169 

Densidade população total (GIEMSA) 0,217 0,976 

Morfometria Perfil Celular (PC -0,812 0,583 

Morfometria Perfil Nuclear (PN) -0,935 -0,352 
*Valores em destaque são os que mais contribuíram para a diferença entre as regiões nos fatores 1 e 2. 

Valores com sinais diferentes (+/-) na mesma coluna demonstram relações antagônicas entre os itens 

analisados. 

 

O fator 2 positivo (F2+) (principalmente em CAN) explicou 40,85% da variância e 

mostrou a associação com valores aumentados da área do PC da subpopulação NADPH-dr
+
, a 

densidade da população geral de neurônios mioentéricos, o FC, a ocorrência de Dano em 

DNA e a indução da atividade da GSH, esta associação foi relevante em CAN. O fator 

também demonstrou a associação com valores reduzidos da densidade das subpopulações 

mioentérica metabolicamente ativa e nitrérgica, altura das vilosidades e espessura da parede 

total intestinal, e inibição da atividade da GST (tabela 8). 
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4. DISCUSSÃO 

No presente trabalho, os parâmetros físico-químicos apresentaram-se semelhante nas 

três regiões de coleta, fazendo com que as diferenças encontradas nos biomarcadores 

avaliados sejam mais relacionadas com a qualidade ambiental destes estuários. Em relação à 

qualidade da água, as três regiões de estudo apresentaram níveis de OD iguais ou superiores 

aos estipulados pela CETESB no IQAC (2020) (ideal 6 mg/L). A região de JES apresentou o 

valor de pH dentro do intervalo estipulado pelo IQAC (pH 6,5 a 8,5), enquanto CAN e SSV 

apresentaram suas águas levemente mais ácidas 

No caso de JES, o fato de os valores dos metais presentes nos valores guia não 

ultrapassarem os primeiros níveis de contaminação reafirma o grau de proteção existente 

nessa região. Apesar disso, observou-se concentrações superiores de alguns elementos no 

sedimento de JES na comparação com as demais regiões como, por exemplo, o arsênio (As). 

Tal situação é devida as diferentes características e granulometrias dessas regiões estuarinas, 

uma vez que JES apresentou as maiores quantidades de sedimentos finos, permitindo a maior 

adsorção de substancias, como os elementos metálicos (KIM; YANG; KIM, 2020; EKER & 

ARI, 2020), a presença de sedimentos finos também foi um fator relevante em CAN. 

Segundo Choueri et al (2009), que sugere critérios locais para concentrações de metais 

na região de SSV, esta pode ser classificada como moderadamente poluída por níquel (Ni) e 

zinco (Zn). Essa classificação é apenas possível, se utilizarmos SQGs específicos para a 

localidade, que integram e levam em consideração dados físico-químicos, ecotoxicológicos e 

da estrutura da comunidade bentônica local (CHOUERI et al., 2009). Tais achados são 

extremamente relevantes, pois são complementares as informações disponíveis na literatura e 

aumentam as informações sobre a presença de metais na região do Canal de São Vicente, 

além de destacar a importância da utilização de critérios locais para determinar a 

contaminação do sedimento nos diferentes pontos. 

Porém, esse metais não são os únicos contaminantes, que podem estar influenciando a 

biota local, uma grande diversidade de contaminantes já foram descritos em diferentes pontos 

da (ABESSA et al., 2008; CHOUERI et al., 2009). No caso do Canal de São Vicente, há a 

presença no sedimento de grande contaminação por hidrocarbonetos aromáticos originários de 

esgoto doméstico não tratado e da drenagem de antigos aterros sanitários (CHOUERI et al., 

2009). Também, em diferentes localidades, há a presença de solventes aromáticos, 
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organoclorados (ABESSA et al., 2008; CHOUERI et al., 2009; PINTO et al., 2015; PERINA 

et al., 2018), além de contaminantes emergentes (drogas e medicamentos), esses últimos com 

grandes picos nas épocas de grande concentração de turistas (PEREIRA et al., 2016; 

PUSCEDDU et al., 2018; CORTEZ et al., 2018; SANTOS et al., 2018  

Em SSV, existe a grande disponibilidade de nutrientes e contaminantes influenciadas pelo 

despejo de efluentes orgânicos e industriais. Nesse sentido, a região de SSV é margeada pela 

comunidade da ―México 70‖, que apresenta grande população sem acesso a saneamento 

básico e que despeja constantemente efluentes não tratados no estuário. O despejo desses 

efluentes pode ser desfavorável ao desenvolvimento da biota (BRAGA et al, 2000; 

MASUDA; MOSER; BARRERIA, 2011), merecendo destaque para a grande quantidade de 

contaminantes emergentes, como por exemplo medicamentos, que podem estar sendo 

despejados nessa região. Porém, em algumas situações os organismos podem se beneficiar do 

aporte de nutrientes que chega à cadeia trófica, o que explica, por exemplo, peixes com 

valores elevados de FC em bacias afetadas por esgoto de grandes cidades (ALBERTO et al., 

2005).  

Em CAN os metais cobre (Cu), chumbo (Pb) e zinco (Zn) ultrapassaram o primeiro 

nível de contaminação estipulado pelos SQGs brasileiro (CONAMA 454) e canadense (EC, 

2007). No caso específico do cobre (Cu), a quantidade descrita aproxima-se muito do nível 

TEL estipulado pela legislação canadense, onde é provável a ocorrência de algum efeito 

nocivo sobre a biota. No caso do chumbo (Pb), trabalhos anteriores já haviam alertado sobre 

concentrações preocupantes desse elemento, inclusive excedendo as concentrações do nível 

de efeito limiar (PEL), segundo a legislação canadense (TRAMONTE et al., 2016; CRUZ et 

al., 2019; PERINA & ABESSA, 2020).  

Essas concentrações, principalmente de chumbo, são alarmantes uma vez que CAN 

encontra-se em uma área de proteção, diferente de SSV que é uma área industrial. Sabe-se que 

quanto mais fino o sedimento maior é a sua superfície e a troca iônica, facilitando a adsorção 

de metais e de matéria orgânica (KIM; YANG; KIM, 2020; EKER & ARI, 2020). Portanto, 

como no caso das duas regiões antropizadas, CAN apresentou a maior quantidade de 

sedimentos finos, fazendo com que o sedimento nessa região possa ser um maior carreador de 

contaminantes, o que é preocupante quando abordamos organismos que ficam enterrados, tem 

hábitos demersais ou ingerem o sedimento como, por exemplo, os bagres G. barbus.  
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Além destes metais dosados no presente estudo, resultados pretéritos também 

mostraram outros contaminantes em CAN, como por exemplo, organoclorados, fármacos, 

bisfenilos policlorados, cafeína, fenoprofeno, etc, (MATOS, 2002; SALGADO et al., 2019). 

Muitos desses contaminantes tem sua presença intensificada no ambiente em épocas de 

aumento da atividade turística (PERINA & ABESSA, 2020) 

Além da exposição aos metais e outros contaminantes por via do sedimento, por serem 

animais bentofágicos generalistas, os bagres G.barbus podem ser expostos a essas substâncias 

por meio da ingestão de outros organismos com esses materiais bioacumulados ou adsorvidos 

em seus tecidos. Esses animais alimentam-se pela predação de peixes e invertebrados como 

camarões Xiphopenaeus kroyeri (DI BENEDITTO; TAVARES; MONTEIRO, 2018), que 

podem bioacumular zinco, cobre e cromo no músculo (NASCIMENTO et al., 2017).  

A maior pressão antrópica, juntamente com a presença de contaminantes do ambiente 

na dieta influencia na qualidade do alimento, acarretando prejuízos ao crescimento dos peixes 

(ADAMS; RYON, 1994; TOLA et al., 2015). Como os animais das três regiões de coleta 

estavam no mesmo estágio de maturidade sexual (juvenis), é excluído a possibilidade de que 

as diferenças corporais encontradas (p<0,05) sejam devidas a fatores hormonais e ao processo 

de envelhecimento, mas sim a diferenças na qualidade e disponibilidade do alimento pela 

pressão antrópica.  

A condição corpórea dos animais das três regiões foi considerada boa, uma vez que 

não apresentaram sinais de subnutrição e apresentaram valores elevados de FC (não diferiram 

significativamente), o que pode ser explicado pela riqueza de nutrientes das regiões 

estuarinas.  De maneira geral, podemos observar que os valores de FC de maneira isolada não 

refletem o estresse que a contaminação causa nos organismos. E isso é devido ao fato de tal 

análise ser de natureza mais ecológica e pouco precisa, quando se avalia os efeitos da 

contaminação ambiental (ADAMS; RYON, 1994), uma vez que diferenças expressivas foram 

observadas no TGI dos animais das três regiões. 

Na comparação entre CAN e JES, a espessura da parede intestinal foi um dos fatores 

que mais contribuiu para a separação das áreas na análise MDS, e isso foi devido 

principalmente as menores alturas de vilosidades em CAN. Além dessas menores alturas, a 

ausência de vilosidades em diferentes quadrantes ao longo do TGI também foi observada. 

Tais alterações podem ser devidas a prejuízos no processo de turnover, com o 

comprometimento da atividade metabólica relacionada a atividade de proteínas e síntese de 
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DNA e RNA, resultando na diminuição da renovação celular e na expressão de proteínas. 

Essa diminuição na renovação celular está relacionada com a aceleração da morte celular, 

ativada pelas cascatas apoptóticas (BASIVIREDDY et al., 2002; VAN de WALLE et al., 

2010; TANG et al., 2014; CHEAT et al., 2015; AWAD; ZENTEK, 2015). 

Com base nos resultados do IBR e da PCA, essas alterações ocorreram conjuntamente 

com a maior ocorrência de dano em DNA, o que pode explicar os prejuízos na atividade 

metabólica, uma vez que os danos em DNA interferem no ciclo celular, pois as proteínas 

chekpoint o atrasam, fornecendo tempo para os reparos (BASU, 2018). Quando os danos 

ultrapassam a capacidade do reparo, as vias de morte celular são ativadas, o que desequilibra 

o processo de renovação do epitélio e culmina no encurtamento das vilosidades. 

De acordo com o IBR, o dano em DNA no TGI dos bagres de CAN foi acompanhado 

de maiores atividades de proteínas do sistema antioxidante (GPx e GSH) e da ausência de 

peroxidação lipídica, o que demonstra que esses danos não são consequência das respostas 

oxidativas, ou também que esse estresse oxidativo não está ocorrendo nas membranas. 

Portanto, as quebras de DNA ocorreram como consequência da ação eletrolítica dos metais no 

núcleo, pois a interação de cátions metálicos como, por exemplo, cobre e zinco perturbam o 

processo de transcrição e as propriedades estruturais do DNA (CLEVER; SHIONOYA, 2010; 

AMRAOUI; MESSAOUDI; HAMMOUTENE, 2020). Alterações na estrutura do  DNA pode 

ocorrer também pela oxidação dos íons metálicos na reação de Fenton produzindo hidroxilas 

altamente reativas, que não são anuladas de maneira eficiente pelas células eucarióticas 

(NOBLANC et al., 2013; YOU et al., 2019)   

Apesar das perturbações causadas principalmente pelos metais em CAN, não foram 

encontradas quantidades elevadas de IELs na mucosa intestinal (p>0,05) dos bagres. Tal 

resultado junto com a ausência de alterações na espessura da submucosa, demonstra a 

ausência de processos inflamatórios no TGI. A ausência de inflamações deve ser devida a 

duas causas, a indução na atividade da GPx e GSH e a proteção fornecida pela camada de 

muco intestinal. 

A GPx possui papel fundamental na proteção das membranas contra a peroxidação 

lipídica, reduzindo os hidroperóxidos de ácidos graxos poliensaturados (JABLONSKA et al., 

2015), o que explica os baixos valores de LPO no TGI dos bagres de CAN. Esses baixos 

valores de peroxidação lipídica também são influenciados pela atividade da GSH, que existe 

em sua forma reduzida e oxidada. Essa enzima, protege as células da apoptose pelos seus 
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mecanismos multifatoriais, que envolvem desintoxicação e interação com as vias de 

sinalização, sensíveis ao estado redox (MASELLA et al., 2005). A importância da GSH pode 

ser observada em trabalhos que relataram a sua diminuição conjuntamente com elevados 

valores de LPO (NARRA et al., 2017). 

A GSH atua de forma conjunta com a GST na eliminação de produtos químicos e 

espécies reativas de oxigênio (ROS), porém além de atuar como um antioxidante (AHMAD, 

2006) tem funções como cofator da GPx e GST (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). A 

GST merece destaque, uma vez que de acordo com IBR esteve inibida no TGI dos bagres de 

CAN, o que deve ser devido ao comportamento em forma de sino dessa enzima (VIEIRA et 

al., 2009; FONSECA et al., 2011). Esse comportamento já foi descrito em diferentes espécies 

de peixes, destacando espécies de regiões estuarinas antropizadas (FONSECA et al., 2011), 

ocorrendo o aumento da atividade enzimática com a exposição aos contaminantes, até um 

ponto onde posteriormente essa atividade diminui progressivamente (ELIA et al., 2003; 

FONSECA et al., 2011). 

Como comentado anteriormente, a camada de muco intestinal atua nessa defesa contra 

as ROS geradas pelos contaminantes do meio e isso é demonstrado pela relação antagônica 

entre os níveis de LPO e a quantidade de células caliciformes PAS
+ 

e AB
+
 no TGI dos bagres 

de CAN evidenciados pela PCA. Como nesses animais as quantidades de células caliciformes 

foram semelhantes às encontradas em JES, podemos propor que a produção de muco no 

intestino seja semelhante, fazendo com que a inflamação juntamente com maiores danos na 

mucosa dos bagres de CAN sejam minimizados pelo muco intestinal produzido pelas células 

caliciformes, que auxilia na mitigação e proteção contra os efeitos dos contaminantes do 

meio. 

Entretanto, apesar de o muco ter características protetoras sabe-se, que ele facilmente 

acumula o zinco um dos elementos mais abundantes em CAN e com grande potencial de 

potencializar a toxicidade. Além disso, a produção em excesso de muco pode causar prejuízos 

a absorção de nutrientes, ou seja, uma produção de muco semelhante à do intestino dos 

animais de JES combinada com a baixa superfície de contato da mucosa, pode prejudicar a 

absorção de nutrientes por esses animais, o que pode se refletir em um déficit nutricional ao 

longo do desenvolvimento desses juvenis. 

No caso do TGI dos bagres de SSV, as maiores alturas das vilosidades merecem 

destaque, mesmo não sendo encontrado diferença significativa na comparação com a área 
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referência (JES). Sabe-se, que vilosidades com maiores alturas são consequência de processos 

mitóticos mais acelerados (SAMANYA; YAMAUCHI et al., 2002) e esse processo é 

responsável por uma grande proliferação celular, que acarreta fusões nas vilosidades, uma vez 

que em alguns casos, esse processo resulta na presença de aglomerados celulares nos ápices 

das vilosidades. Trabalhos futuros devem avaliar também a microbiota intestinal, uma vez que 

ela pode influenciar em maiores alturas de vilosidades são influenciadas pelos 

microorganismos intestinais (SAMANYA; YAMAUCHI et al., 2002; GIRGIS et al., 2010). 

Assim como em CAN, descartamos o processo inflamatório no TGI dos bagres de 

SSV, apesar das menores quantidades de caliciformes PAS
+
 e AB

+ 
no TGI em comparação 

com JES e CAN (p<0,05), o que mais uma vez demonstra a influência da dieta contaminada 

sobre a mucosa desses animais. Em relação a SSV, resultados semelhantes foram observados 

nessa região, no baiacu Sphoeroides testudineus, o que demonstra que em mais de uma 

espécie a citotoxicidade local vem afetando as células caliciformes e a produção de muco 

ácido e neutro no TGI (MARINSEK et al., 2018). 

Com base nos resultados do IBR e das análises multivariadas, a menor produção de 

muco no TGI dos bagres de SSV foi acompanhada de maiores valores de peroxidação lipidica 

(LPO) e indução da atividade da GST e GPx. Tais resultados apontam para o dano oxidativo 

no intestino desses animais pela exposição aos contaminantes disponíveis. Nesse sentido, 

apesar da grande diversidade de contaminantes na região, a presença do zinco (Zn) merece 

destaque, pois apesar de ser um elemento essencial, que atua como cofator de reações 

enzimáticas e com funções de proteção a apoptose e estresse oxidativo, em altas 

concentrações é facilmente sequestrado pelo muco intestinal, causando aumento da toxicidade 

e geração de ROS (WOO et al., 2009; LORO et al., 2012). 

 As concentrações de níquel (Ni) também podem contribuir para esse processo de dano 

oxidativo, já que esse elemento pode se acumular-se no intestino e na bile pelo consumo de 

água. Tal elemento, possui efeito pró-oxidante conhecido, podendo aumentar a produção de 

ROS e inibir as respostas antioxidantes, suprimindo enzimas e diminuindo a eliminação não 

enzimática de ROS, criando complexos de níquel com capacidade diminuída de eliminação 

(Ni-glutationa) (BLEWETT; WOOD, 2014) 

Portanto, tais metais assim como outros contaminantes disponíveis no ambiente devem 

estar produzindo quantidades elevadas de ROS, por meio das vias de NADPH oxidase e 

reação de Fenton, estimulando a atividade principalmente da GPx, GST e GSH.  
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No caso da GST a eliminação de compostos reativos ocorre formando conjugados com 

a glutationa, que são eliminados como ácido mercapturico, e o aumento de sua atividade é 

relacionado a presença de contaminantes orgânicos (AHMAD, 2006), o que faz sentido uma 

vez que,  trabalhos descreveram em pontos da região de SSV a presença de solventes 

aromáticos, organoclorados e medicamento (ABESSA et al., 2008; CHOUERI et al., 2009; 

PINTO et al., 2015; PERINA et al., 2018; PUSCEDDU et al., 2018; CORTEZ et al., 2018; 

SANTOS et al., 2018; CETESB, 2020).  

Nesse sentido, merece destaque o fato de GST auxiliar na eliminação de compostos 

xenobióticos por meio da conjugação com a GSH (RODRIGUEZ-ARIZA et al., 1991; 

NARRA et al., 2017), fazendo com que o aumento na atividade da GST registrado em SSV 

seja atribuído também ao aumento na biotrasformação de fase II de metabolização dos 

xenobióticos. Contudo, apesar de não haver a presença de valores elevados de danos em 

DNA, os valores elevados de LPO (peroxidação lipídica) demonstram que as defesas 

antioxidantes não estão conseguindo combater de forma totalmente efetiva as ROS produzidas 

pela contaminação nos organismos coletados nesta área. 

Os resultados da PCA demonstram uma relação antagônica entre a quantidade de 

caliciformes PAS
+ 

e AB
+
 e os níveis de LPO e GPx. Essa relação é devida ao fato, de que com 

a menor camada de muco, a mucosa encontra-se mais vulnerável aos efeitos dos 

contaminantes do meio, o que favorece a peroxidação lipídica induzindo a atividade da GPx 

como tentativa de combater os peróxidos de hidrogênio e as ROS. A diminuição da camada 

de muco, principalmente das células PAS
+
, que produzem o muco neutro mais viscoso, 

permite que a mucosa esteja também vulnerável a auto-digestão pelas enzimas intestinais; ao 

atrito pela passagem do alimento; favorece o contato de bactérias com o epitélio intestinal e 

prejudica a nutrição da microbiota (TREVIZAN et al., 2016).  

Somado a isso, a diminuição da secreção ácida das caliciformes AB
+
 aumenta o tempo 

de retenção no alimento no intestino (TREVIZAN et al., 2016), o que pode acarretar um 

maior tempo de exposição da barreira intestinal aos contaminantes, favorecendo a exposição 

das células da mucosa aos peróxidos de hidrogênio, que causam a peroxidação lipídica. 

A rede neuronal mioentérica apresentou a mesma morfologia nos bagres das três áreas 

de estudo, formando uma rede extremamente difusa e constituída por diferentes cordões 

nervosos (primário, secundário e terciário) (FURNESS, 2006), com ausência de gânglios e/ou 

agrupamentos neuronais, diferindo de outras descrições para peixes (BURNSTOCK, 1959; 
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SOUZA et al., 1982; OLSSON, 2009; MARINSEK et al., 2018; CECCOTTI et al., 2018; 

GONÇALVES et al., 2020). 

Após a avaliação da rede neuronal, observou-se que a contaminação ambiental nas 

duas regiões antropizadas,  não interferiu na estrutura da rede neuronal. A desestruturação da 

rede e dos agrupamentos neuronais mioentéricos foi observado em roedores expostos a 

medicamentos e em peixes em trabalhos de biomonitoramento de áreas antropizadas 

(KURNIK et al., 2015; MARINSEK et al., 2018; GONÇALVES et al., 2020). Porém, 

diferenças morfoquantitativas nos neurônios mioentéricos em CAN e SSV, foram observadas. 

As diferenças morfoquantitativas são devidas a maiores ou menores valores na 

quantidade de neurônios, uma vez que não houve interferência de alterações na área intestinal.    

Portanto, como não ocorreram diferenças em relação a subpopulação nitrérgica, os maiores 

valores de densidade da população geral em CAN em comparação com JES devem ser 

devidos a perdas de neurônios colinérgicos e/ou das subpopulações menos abundantes.  

Os maiores valores das áreas médias de PC e PN da subpopulação nitrérgica em CAN 

demonstram o aumento na expressão de NO como forma de proteção contra os contaminantes 

do meio, o que explica a manutenção da densidade dessa subpopulação em valores 

semelhantes aos observados em JES. No caso do PN o histograma de frequência deixa claro o 

predomínio de núcleos com área entre 15-30 µm
2
 em CAN, diferindo de JES que não tem 

essa classe como a mais abundante. Essa situação foi descrita de maneira semelhante em 

roedores expostos ao pesticida 2,4d, onde os animais apresentaram aumento das áreas 

neuronais (CORREA et al., 2011; PEREIRA et al., 2013) como consequência do aumento da 

expressão de NO, que ocorreu como forma de resistência neuronal. 

Contudo, o aumento demasiado da expressão de NO pode levar os neurônios 

mioentéricos a morte, pois em concentrações excessivas como no caso de neuroinflamações, 

essa molécula inicia o processo de morte pela estimulação das vias de capazes, liberação do 

glutamato, suspensão da respiração mitocondrial, danos no sistema de reparo, depleção das 

quantidades de ATP, interrupção do gradiente de ions, ruptura da membrana plasmática, 

danos no DNA, etc (BAL-PRINCE; BROW, 2001; CONSTESTABILE et al., 2003; GAO et 

al., 2008). Como não foi observado diminuição da densidade neuronal, os neurônios 

nitrérgicos dos bagres de CAN devem estar elevando sua atividade e expressão de NO até 

níveis seguros para a neurodegeneração. 
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Somado a esse aumento na expressão de NO, os maiores valores de densidade da 

população geral no plexo mioentérico de CAN poderiam indicar uma tentativa de expulsão 

dos contaminantes, com especial destaque para os metais através da hiperexpressão da 

acetilcolina (JONES; BLIKSLAGER, 2002), além da atuação de subpopulações menos 

abundantes que expressam moléculas com características neuroprotetoras, tais como, 

polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP), galanina, substancia P e peptídeo de transcrição 

regulado por cacaína e anfetamina (CART) (SOUZA MELO et al., 2017; SZYMANSKA; 

GONKOWSKI, 2018; SZYMANSKA; MAKOWSKA; GONKOWSKI, 2018).  

Os resultados mofoquantitativos evidenciam diminuição de neurônios com atividade 

metabólica ativa do plexo em CAN na comparação com JES. Sabe-se que o chumbo (um dos 

metais com altas concentrações em CAN) afeta o crescimento axonial e reduz a atividade 

neuronal (ZHU et al., 2016; GREEN; PLANCHART, 2017). Portanto, com base no seu 

potencial plástico esses neurônios diminuíram sua atividade metabólica e/ou expressão da 

proteína NADH-dr, e como consequência sua área de PC, frente a uma situação adversa como 

a contaminação crônica por metais. Essa menor área do PC no plexo dos animais de CAN foi 

extremamente expressiva, tendo sido um dos fatores que mais contribuiu para a separação de 

CAN e JES na análise MDS. 

 Os resultados da PCA dos animais coletados em CAN demonstram uma relação 

antagônica entre o dano em DNA e a densidade da subpopulação metabolicamente ativa. A 

técnica de NADH-dr
+
 evidencia os neurônios com elevada atividade metabólica, incluindo os 

colinérgicos, que são mais sensíveis aos efeitos da contaminação, e, portanto, os que mais 

podem estar sendo afetados por esse processo.  

Em resumo, menores valores de área de PC foram observados na subpopulação 

NADH-dr
+
, indicando uma atividade metabólica menor em CAN do que no plexo de JES. 

Portanto, se sugere que os metais presentes em CAN afetam o metabolismo mitocondrial 

levando a diminuição da atividade metabólica e prejudicando crescimento neuronal, como foi 

sugerido em casos com exposição à micotoxina desoxivalenol (RISSATO et al., 2020). Por 

consequência, a evidenciação de neurônios metabolicamente mais ativos é menor do que no 

plexo dos bagres de JES. O fato de não haver a classe 90-120µm
2
 e a menor frequência da 

classe 60-90 µm
2 

em CAN na comparação com JES embasa o argumento da diminuição da 

área neuronal como consequência da diminuição da atividade metabólica. 
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Já o plexo dos bagres de SSV não apresentou diferenças na densidade neuronal/mm
2
 e 

na área média dos PC e PN na subpopulação nitrérgica em relação ao plexo dos animais de 

JES. Desta forma, podemos afirmar que o ambiente não tem causado estresse elevado aos 

neurônios mioentéricos nitrérgicos dos bagres de SSV, fazendo com que mantenham sua 

atividade metabólica e tamanho semelhante aos da área referência. 

Todavia, esse resultado não exclui que outras subpopulações estejam afetadas pela 

dieta contaminada no lúmen intestinal, pois como apresentado anteriormente, a musculatura 

do TGI desses animais encontra-se atrofiada. Sabe-se que peixes de regiões intensamente 

antropizadas apresentaram atrofia da musculatura intestinal como uma consequência da perda 

do equilíbrio entre as duas principais subpopulações neuronais (colinérgica e nitrérgica) 

(MARINSEK et al., 2018). Os resultados da PCA indicam uma relação antagônica entre a 

espessura da camada muscular e os níveis de LPO, demonstrando a influência da peroxidação 

lipídica sobre os neurônios mioentéricos e consequentemente, sobre no tônus muscular do 

TGI. 

Assim como em CAN, em SSV os maiores valores de densidade na população geral 

podem ser decorrentes da atuação dos neurônios colinérgicos e das subpopulações menos 

abundantes com caraterísticas neuroprotetoras. Contudo, devido ao fato de os neurônios 

colinérgicos serem mais sensíveis aos efeitos da contaminação (MARINSEK et al., 2018) 

sugerimos que é mais provável que esse aumento, que foi acompanhado da maior densidade 

da subpopulação metabolicamente ativa seja em consequência da atuação dessas 

subpopulações neuronais menos abundantes, como já foi demonstrado em trabalhos com 

fluoreto e bisfenol (SOUZA MELO et al., 2014; SZYMANSKA; GONKOWSKI, 2018; 

SZYMANSKA; MAKOWSKA; GONKOWSKI, 2018).  

Tal situação explicaria também a atrofia da musculatura, já que dentro do grupo dessas 

subpopulações com características neuroprotetoras, há o VIP que possui intima relação com a 

subpopulação nitrérgica, atuando também no relaxamento da musculatura (SOUZA MELO et 

al., 2017; SZYMANSKA; GONKOWSKI, 2018; SZYMANSKA; MAKOWSKA; 

GONKOWSKI, 2018). 

Sendo assim, como no plexo mioentérico de CAN, esses maiores valores de densidade 

da população geral foram acompanhados da diminuição do metabolismo do plexo mioentérico 

em SSV. Porém, em SSV a densidade neuronal/mm
2
 da subpopulação metabolicamente ativa 

foi maior que a observada em JES, fazendo com que esse menor metabolismo do plexo seja 
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demonstrado pelo predomínio de neurônios com áreas menores, como fica evidente com a 

hegemonia da classe de 0-30µm
2 

no PC e 0-15 µm
2 

no PN em SSV. 

O aumento do metabolismo neuronal leva a maior produção de ROS 

(THRASIVOULOU et al., 2006), que em desequilíbrio com os antioxidantes acarreta no 

estresse oxidativo, como um efeito secundário da contaminação (HADDAD, 2004; 

BONGIOVANNI et al., 2007; VENKATARAMAN et al., 2007; BAVITHRA et al., 2013). 

Portanto, é possível que neurônios das diferentes subpopulações, com maiores áreas, estejam 

ficando inativos e/ou com baixo metabolismo por perturbações em sua maquinaria causadas 

pelas ROS, o que permite apenas a marcação de neurônios com menores áreas pela técnica de 

NADH-dr. Essa inativação neuronal ou redução metabólica pode estar sendo influenciada 

como estratégia neuroprotetora, por exemplo, contra os elevados valores de Zn e Ni presentes 

no ponto de coleta em SSV, já que ambos têm atividades pró-oxidantes elevando a 

concentração ROS (WOO et al., 2009; LORO et al., 2012; BLEWETT, WOOD, 2014). 

As alterações morfométricas na subpopulação metabolicamente ativa foram um dos 

fatores que contribuíram para a separação de SSV e JES na análise MDS. Essa diminuição do 

metabolismo das diferentes subpopulações neuronais explica a relação antagônica entre as 

áreas dos PC e PN da subpopulação metabolicamente ativa e os níveis de LPO na análise 

PERMANOVA. Pois os neurônios mioentéricos como forma de diminuir os efeitos da 

peroxidação lipídica causada pelo desequilíbrio entre as ROS e as enzimas do sistema 

antioxidante diminuem seu metabolismo como estratégia protetora. 

Observando os resultados morfoquantitativos, percebemos que de maneira geral em 

CAN e SSV ocorreu a diminuição da atividade metabólica do plexo, porém tal diminuição 

parece ter sido mais bem compensada em SSV. Essa diferença deve ser devida a interações 

diferentes dos neurônios mioentéricos com os contaminantes, pois como comentado 

anteriormente em CAN a ação dos contaminantes se deu por uma via direta com o DNA, 

enquanto em SSV se deu como consequência do estresse oxidativo causado pelas ROS, que 

são combatidas pelos neurotransmissores com características neuroprotetoras. Além disso, em 

CAN e em SSV foi demonstrado a maior resistência da subpopulação nitrergica frente aos 

contaminantes disponíveis no meio. 

A longo prazo a diminuição no metabolismo pode causar problemas para o 

funcionamento do TGI, pois sabe-se que conforme os organismos envelhecem o intestino 

aumenta sua área assim como os neurônios entéricos em um processo natural de hipertrofia. 
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Porém, o tamanho da área neuronal está ligado a área de inervação dos neurônios entéricos, e 

como os intestinos dos bagres de CAN, SSV e JES apresentaram áreas semelhantes e os 

neurônios metabolicamente ativos de CAN e SSV apresentaram áreas de PC menores, por 

consequência a sua área de inervação também é menor. Essas menores áreas celulares podem 

dificultar o controle dos alvos de inervação no TGI, principalmente em CAN, que apresentou 

menor densidade neuronal/mm
2
 nessa subpopulação. Tal situação foi sugerida em roedores 

que apresentaram menores áreas neuronais após a exposição à micotoxinas (SOUSA et al., 

2011). 

Além disso, como em ambos os casos a expressão de NO tem se mantido elevada ou 

semelhante à da área referência, a diminuição da atividade metabólica deve ser 

predominantemente de neurônios colinérgicos, o que pode desregular o funcionamento do 

TGI dos bagres das áreas antropizadas, acarretando distúrbios intestinais, que prejudicam a 

nutrição (SOUZA MELO et al., 2014). Esse processo também pode afetar processos 

comportamentais básicos, como consequência da intima relação feita pelo eixo cérebro-

intestino-microbiota (BRAAK et al., 2003; DINA; CRYAN, 2013; YOO; MAZMANIAM, 

2017; LERNER et al., 2017; ZHU et al., 2017).  

 

5. CONCLUSÃO 

As três regiões estuarinas apresentaram diferentes qualidades ambientais, o que se 

refletiu nas alterações na plasticidade da barreira intestinal. Essa barreira mostrou-se 

extremamente responsiva aos efeitos da dieta contaminada com os contaminantes presentes no 

meio em CAN e SSV, com especial foco para a contaminação por metais. As alterações 

observadas nas duas regiões antropizadas aconteceram, devido a diferentes influencias da 

contaminação ambiental sobre a barreira. Em CAN as alterações observadas ocorreram como 

consequência da interação dos metais disponíveis no ambiente com o material genético por 

via direta, o que foi demonstrado pela grande quantidade de Dano em DNA. Já em SSV, as 

alterações observadas ocorreram como forma de combater o estresse oxidativo gerado pela 

grande diversidade de contaminantes disponíveis nessa região. Em ambos os casos, a presença 

das substâncias químicas no ambiente afetou o metabolismo do plexo mioentérico, porém em 

SSV,  tal diminuição foi mais compensada como consequência dessa diferente interação dos 

neurônios mioentéricos com os contaminantes. 
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