AVA -
vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA (. IRunesp

L nesp - “)ULIO DE MESQUITA FILHO” "’iﬁ G

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

Avaliacéo da integracdo de biomarcadores na barreira intestinal: uma
abordagem para avaliacdo da qualidade ambiental.

Alexandre Rodrigo Nascimento Gongalves

Sao Vicente, SP

- 2021-



AVA .
AN UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA (. Iunesp
unesp ™ ' S e
p “)ULIO DE MESQUITA FILHO” I\

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

Avaliacdo da integracéo de biomarcadores na barreira intestinal:
uma abordagem para avaliacdo da qualidade ambiental.

Pds-graduando: Alexandre Rodrigo Nascimento Gongalves
Orientadora: Prof®. Dr?, Renata de Britto Mari
Coorientadora: Prof®. Dr?. Paloma Kachel Gusso-Choueri

Dissertagdo apresentada no Instituto de Biociéncias —
Campus do Litoral paulista, UNESP, para obtencdo do
titulo de Mestre pelo Programa de Biodiversidade de

Ambientes Costeiros.

Séo Vicente, SP

-2021-



AVA .

vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA (L IRUNesp
unes S g e
JULIO DE MESQUITA FILHO <D

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

Gongalves, Alexandre Rodrigo Nascimento
G635a Avaliagdo da integragdo de biomarcadores na barreira intestinal:
uma abordagem para avaliagdo da qualidade ambiental. / Alexandre
Rodrigo Nascimento Gongalves. -- Sdo Vicente, 2021

83 p. : 1L, tabs., fotos, mapas

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Biociéncias, Sdo Vicente

Orientadora: Renata de Britto Man

Coornentadora: Paloma Kachel Gusso-Choueri

1. Sistema nervoso entérico. 2. Estresse oxidativo. 3. Metabolismo
neuronal. 4. Oxido nitrico. 5. Muco intestinal. I. Titulo.

Sistema de geraglio automdtica de fichas catalogréficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de
Biociéncias, S3o Vicente. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



AVA >
vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA Inunesp

unesp k “)ULIO DE MESQUITA FILHO” FQNF B-cre

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

AGRADECIMENTOS

Primeiramente, desejo agradecer a Deus por todas as béncaos e portas que foram
abertas ao longo de todos esses anos. Gracas a esse auxilio, pude realizar essa pesquisa e

conhecer todas as pessoas que ajudaram a fazer esse trabalho possivel;

Dedico e agradeco a toda a minha familia, com especial destaque para minha mae
Rosemeire e meu pai Salatiel, que sempre me apoiaram e auxiliaram ao longo dessa
jornada, e que através de todos os conselhos, ensinamentos e licoes fizeram a pessoa que
sou hoje. Também, agradeco a meus irmédos André e Andressa e a meu cunhado Ivo por
todo apoio. Faco um agradecimento especial a meu irmao André, que participou das
atividades da coleta na Estacado Ecolégica Jureia-Itatins, o que foi muito importante para

que essa pesquisa fosse realizada;

Agradeco minha sobrinha Nicole que mesmo fazendo muita bagunca, sempre alegra
nossos dias. Gostaria de agradecer a minhas avos Rosinha e Conceicédo por todo o carinho e

preocupacao que sempre tiveram;

Agradeco a Universidade Estadual Paulista e ao IB/CLP onde realizei minha

graduacao e mestrado;
Agradeco ao Programa de Biodiversidade de Ambientes Costeiros;

Agradeco a Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior —Capes,
pelo apoio financeiro durante o desenvolvimento dessa pesquisa (Proc.n°88882.436019/2019-

01);

Agradeco minha orientada Profa. Renata, que desde a graduacao me orienta e que
me apresentou esse universo fascinante do trato gastrointestinal e sistema nervoso entérico.
Ao longo de toda essa jornada foram intimeras conversas, conselhos, broncas, elogios, que
me levaram a ser o profissional que sou hoje. Ao longo de todo esse tempo nossa relacao

evoluiu muito e tenho certeza que continuaremos desenvolvendo inimeros projetos juntos;

Agradeco a minha co-orientadora Profa.Paloma, que junto comigo e a Profa. Renata
aceitou explorar esse mundo fascinante da barreira intestinal. Sou grato pela oportunidade
dada pela Profa.Paloma, pois através dessa parceria pude colaborar em diferentes projetos e
adquirir inameros conhecimentos. Tenho certeza que essa parceria ainda tem muito para

crescer e que podemos realizar inumeros projetos conjuntamente;



AVA >
vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA Inunesp

unesp k “)ULIO DE MESQUITA FILHO” FQNF B-cre

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

Agradeco ao Prof. Denis por toda a parceria, abrindo as portas de seu laboratorio
juntamente com a Profa.Paloma e permitindo o meu contato com esse mundo das analises

bioquimicas;

Agradeco ao Prof. Marcos, que auxiliou com o transporte para coleta na Estacao

Ecolégica da Jureia-Itatins, o que foi fundamental para que essa pesquisa fosse realizada;

Agradeco as Profas. Joice e Ana Julia, membros da minha banca de qualificacao, e

que contribuiram com intmeros conselhos muito para a elaboracao da dissertacao;

Agradeco a Nathalia, que durante todo o mestrado foi uma grande parceira,
fundamental para a organizacdo das coletas, discussdo de resultados e nos momentos de
descontracao. Nossos trabalhos foram feitos juntos e tenho certeza que poderemos colaborar

ainda mais um com o outro em futuros trabalhos;

Agradeco a toda equipe do Laboratério de Morfofisiologia Animal (LABMA), que
sempre mantiveram um clima extremamente agradavel e sempre sem hesitar auxiliaram e
colaboram em todas as coletas. Faco um agradecimento especial a Giovanna, que se
envolveu diretamente no projeto; a Gabriela que sempre esteve junto contribuindo com
inimeras ideias, e ao Italo e Leticia, que mesmo ndo estando envolvidos no projeto se
prontificaram para ajudar na coleta da Estacdo Ecolégica da Jureia-Itatins, mesmo com

todas as dificuldades que aconteceram;

Agradeco a todos os meus amigos que sempre me incentivaram e ouviram meus
desabafos em diferentes momentos ao longo do mestrado. Cada um a sua maneira

contribuiu para que esse trabalho fosse realizado;

Agradeco a todos os funcionarios do campus, que sempre estiveram a disposicao

permitindo que toda a estrutura da universidade funcione;

Agradeco a todos os meus professores do Mestrado e Graduacao por todos os

conhecimentos passados, que foram fundamentais para que esse projeto fosse realizado;

Por fim, agradeco a natureza e aos peixinhos utilizados nessa pesquisa. Espero que
os resultados dessa pesquisa e de todas as outras contribuam para que facamos um futuro

melhor e uma sociedade mais preocupada com o meio ambiente.



Sy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA % unesp

U nesp v “)ULIO DE MESQUITA FILHO” ‘i‘ [B-GLE

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

RESUMO GRAFICO

FC =: Fator de condigdo
semelhante

JES CAN SSV
Vi
Vi
Vi
S S °
Q
o)
da

VI: vilosidade @ Coliciformes AB Peroxidago Lipidica (LPO) () Nevron
Glutationa Peroxidase (GPx)

§: submucosa @ cticiformes Pas® O il i sibpopriiniometib =
POy atva

M: Musculatura IELs Glutati Reduzida (GSH Dano em DNA
O = t DR A Y b@( o Neurdnios da populagio geral

t Glutationa S- Transferase (GST) ‘ Nicleo da célula




AVA -
AN UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA I unesp

LlneSp - “)ULIO DE MESQUITA FILHO” FQNF B-cre

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

RESUMO

O litoral paulista apresenta regides estuarinas heterégenas em relagdo aos niveis de
acao antropica, destacando a Estacdo ecoldgica Jureia-Itatins (JES) uma area bem preservada,
que se caracteriza como uma &rea de protecdo integral, o Sistema Estuarino Lagunar de
Cananeia-Iguape-Peruibe (CAN) uma area de protecdo afetada por rejeitos de antigas
atividades mineradoras; e Complexo Estuarino de Santos-Sdo Vicente (SSV) uma regido
altamente populosa e com atividades industriais. Trabalhos com diferentes biomarcadores se
fazem necessarios, pois fornecem informacgdes sobre a integridade e funcionamento dos
orgdos. O trato gastrointestinal (TGI) configura-se como uma barreira altamente seletiva, com
grande potencial plastico, sendo fundamental para a manutencdo da homeostase dos
organismos. Baseado no fato de a via alimentar ser uma das principais rotas de exposicao dos
organismos aos contaminantes, e de que a barreira intestinal € altamente responsiva aos
efeitos da contaminacdo, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a qualidade ambiental
de trés regides do litoral do paulista com diferentes niveis de agdo antropica, e investigar
como a barreira intestinal se comporta nessas regifes. Nas trés regides de estudo foram
coletados juvenis de bagres Genidens barbus para as analises bioldgicas e sedimentos para
guantificacdo de diferentes metais. Os bagres tiveram seus segmentos intestinais coletados
para a avaliacdo da estratigrafia intestinal; identificacdo dos linfdcitos intra-epiteliais (IELS) e
células caliciformes AB* e PAS"; anélises morfoquantitatvas das subpopulages neuronais
mioentéricas geral (Giemsa), metabolicamente ativa (NADH-dr") e nitrergica (NADPH-dr*) e
avaliacdes bioguimicas, tais como, presenca de dano em DNA e peroxidacao lipidica (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 nivel
de significancia de 5%. A significancia das diferencas entre os tratamentos foi avaliada
também por meio da Anélise Permutacional de Variancia (PERMANOVA) multivariada, e 0s
resultados dos biomarcadores bioquimicos também foram integrados por meio do indice
Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR). Trés metais apresentaram concentracdes
elevadas no sedimento de CAN (Cu, Pb e Zn), enquanto em SSV os ISQGs especificos 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 perturbacdes no processo de turnover. Esses danos causados pela exposi¢do aos
metais explica a reducdo dos neurdnios metabolicamente ativos no plexo mioentérico
(p<0,05) e 0 aumento na expressdao de NO como estratégia neuroprotetora pelos neurdnios
nitrérgicos. Porém, diferente de SSV, as alteracGes observadas no TGI dos bagres de CAN
aparentemente ndo tiveram relacdo direta com o estresse oxidativo, mas sim da interacdo dos
ions metalicos com o material genético. Em SSV as altera¢cdes na mucosa ocorreram com as
menores quantidades de caliciformes (p<0,05), o que esta relacionado com os elevados niveis
de atividade das enzimas do sistema antioxidante e de LPO. Também, nessa regido foi
observado uma diminuicdo do metabolismo geral do plexo mioentérico, mas principalmente
nas subpopulagdes mais sensiveis a contaminagdo. Conclui-se, que as trés regides estuarinas
apresentaram diferentes qualidades ambientais, o que se refletiu nas alteragdes na plasticidade
da barreira intestinal. Essa barreira mostrou-se extremamente responsiva e comportou-se de
maneiras diferentes nas trés regides estuarinas.

Palavras chave: sistema nervoso entérico; estresse oxidativo; metabolismo neuronal; oxido
nitrico; muco intestinal; biomonitoramento; estuarios; contaminacéo do sedimento.



AVA .
vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA Inunesp

unesp ’ “)ULIO DE MESQUITA FILHO” FQNF B-cre

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

ABSTRACT

The coast of S&o 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-lguape-
Peruibe Estuarine Lagoon System (CAN), a protected area affected by tailings from former
mining activities; and Santos-Sdo 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 S&o 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 1ISQGs 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. INTRODUCAO

As regies estuarinas sdo ambientes de transicdo, onde ocorre 0 encontro de um corpo
de a4gua doce com o ambiente marinho (MIRANDA, 2002). Como sdo areas extremamente
ricas em nutrientes-, funcionam como bercgarios naturais, pois sdo utilizadas por diferentes
espécies de vertebrados e invertebrados como areas de alimentacdo, abrigo e reproducéo
(BIANCHI, 2006; ELLIOTT; WHITFIELD, 2011). Além da importancia para a
biodiversidade, apresentam relevancia econémica, pois muitas abrigam portos e fornecem
uma série de servicos ecossisttmicos como, por exemplo, obtencdo de alimento (pesca),
ciclagem de nutrientes, turismo, recreacdo, extracdo de recursos naturais, etc (UNEP, 2006;
BARBIER et al., 2011).

As regides estuarinas no litoral paulista no Brasil sdo heterogéneas apresentando
diferentes niveis de interferéncia antropica. Nesse sentido, a Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins
(JES) uma regido bem preservada, que se caracteriza como uma area de protecdo integral, que
compde 0 Mosaico de Unidades de Conservacao da Juréia-Itatins, regido essa que faz parte da
Reserva da Biosfera da Mata Atlantica (UNESCO, 1992) e que engloba os municipios de
Peruibe, Itatiti, Miracatu e Iguape. Com base nesse grau de preservacdo, essa regido €
utilizada como area referéncia em estudos sobre a influéncia antropica (PINHEIRO et al.,
2013; DIAS, 2015; da SILVA BANCI et al., 2017; de ALMEIDA DUARTE et al., 2017;
MARINSEK et al., 2018; GONCALVES et al., 2020).

O Mosaico de Unidades de Conservacdo da Juréia-ltatins junto com a Area de
Protecdo Ambiental de Cananeia-lguape-Peruibe, que esta sob protecdo federal, forma um dos
locais mais bem preservados da Mata Atléntica, contribuindo para a manutencdo e
preservacao de diversos ecossistemas e espécies. Nessa regido localiza-se o Sistema Estuarino
Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe, que faz parte de uma rede de canais estuarinos e
lagunares conectados ao Rio Ribeira de Iguape e por um conjunto de ecossistemas frageis,
como manguezais. Tal regido integra o Vale do Riberia, que tem o menor indice de
desenvolvimento econdmico do estado de S&o Paulo (PERINA & ABESSA, 2020). Contudo,
desde 1852 com a finalizacdo da obra do Canal do Valo Grande, essa regido vem sofrendo
mudangas significativas em sua salinidade, no regime de sedimentacdo, densidade de

foraminiferos e na entrada de metais pesados no ambiente, originarios da mineracdo de prata



17

AVA -
AN UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA I unesp

LlneSp - “)ULIO DE MESQUITA FILHO” FQNF B-cre

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

(AQ), zinco (Zn) e chumbo (Pb), que ocorria em regides a montante (MAHIQUES et al.,
2009; PERINA & ABESSA, 2020).

Apesar da extracdo de chumbo ter sido interrompida em 1995 pelo esgotamento das
reservas, os residuos das duas principais minas, ainda estdo 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 presenca de
metais no sedimento, tais como, cadmo (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), chumbo
(Pb), manganés (Mn), zinco (Zn) e niquel (Ni) (CRUZ et al 2014; 2019; SALGADO et al.,
2019). A Cetesb utilizando critérios do Conselho Canadense de Ministros do Meio Ambiente
encontrou niveis de metais acima do nivel TEL ao longo do tempo (PERINA & ABESSA,
2020), tal legislacdo estipula esse nivel como de efeito limiar e o PEL como de efeito
provavel e severos.

Nos Ultimos anos, diferentes trabalhos tém descrito organoclorados provenientes de
atividades agricolas, além de farmacos, bisfenilos policlorados, cafeina, fenoprofeno, etc, que
adentram o ambiente, proximo da cidade de Cananéia por meio do esgoto ndo tratado
(MATQOS, 2002; SALGADO et al.,, 2019). Cabe ressaltar, que o despejo de esgoto é
intensificado nas épocas de veraneio com o aumento significativo da atividade turistica na
regido (PERINA & ABESSA, 2020). No indice de Qualidade de Aguas Costeiras (IQCA), a
regido do Mar de Cananéia apresentou com qualidade da agua classificada como boa, apesar
de apresentar no ano de 2020 valores inferiores a média historica e a regido estar
demonstrando desde o ano de 2019, processo de eutrofizacdo (CETESB, 2020).

Ainda no litoral do estado de Sao Paulo, localiza-se 0 Complexo Estuarino de Santos-
Séo Vicente (SSV) situado na Baixada Santista, uma regido altamente populosa, com grande
déficit habitacional e de saneamento basico, turistica (famosa pelo turismo de segunda
residéncia) e por apresentar grande atividade industrial, destacando o Porto de Santos, o0 maior
da América Latina, e o Polo Industrial de Cubat&o.

Essa regido apresenta os canais de Santos e Sdo Vicente, onde é descrito alta
contaminagdo por cobre (Cu), cadmio (Cd), cromo (Cr), niquel (Ni) vanadio (V), chumbo
(Pb), zinco (Zn) e mercurio (Hg) no sedimento (LAMPARELLLI et al., 2001; ABESSA et al.,
2008; HORTELLANI et al., 2008; CHOUERI et al., 2009; PINTO et al., 2015), além de
hidrocarbonetos aromaticos originarios de esgoto doméstico ndo tratado e da drenagem de

antigos aterros sanitarios (CHOUERI et al., 2009). No caso do Canal de Séo Vicente, 0s
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valores do IQAC classificam a qualidade da &gua como ruim ou péssimo em todos 0s anos no
periodo de 2012 a 2020, destacando um piora no periodo de 2019 a 2020 em relacdo a
eutrofizacdo (CETESB, 2020).

Ainda, em diferentes pontos de SSV é relatada presenca de solventes aromaticos,
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 quimicos capazes de causar efeitos adversos a
biota, legislagdes com concentracGes de referéncia foram estabelecidas em nivel mundial,
assim como protocolos técnicos para identificar a presenca de substancias quimicas na agua 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 andlises mais completas sobre os efeitos dos contaminantes, se faz necessario a
utilizagdo de organismos como biomonitores, testes de toxicidade de sedimento e
biomarcadores bioquimicos, fisiologicos e histoldgicos, que fornecem informacGes sobre a
integridade e funcionamento dos 6rgdos (MARINSEK et al., 2018; CRUZ et al., 2014; 2019;
GONGCALVES et al., 2020).

Orgdos como branquias e figado sdo rotineiramente utilizados em trabalhos de
contaminacdo ambiental, no caso das branquias alteracdes histopatoldgicas sdo associadas aos
efeitos agudos da contaminacgdo, enquanto no caso do figado a presenca de patologias esta
associada a exposi¢do cronica das substancias quimicas, como consequéncia de seu processo
de metabolizagdo (VAN der OOST, 2003; ZODROW et al., 2004; LOUIZ ET AL., 2018).
Entretanto, além destes 6rgdos, o trato gastrointestinal (TGI), vem ganhando grande destaque,
pois além de estar exposto aos contaminantes por via sisttémica, também tem contato com a
dieta contaminada, no limen intestinal.

Devido a essas vias de exposic¢do, a TGl caracteriza-se como um dos 6rgaos onde
ocorre a maior acumulagdo de metais (MIJOSEK et al., 2019). Merece destaque o fato de
que, por meio da via alimentar os organismos podem ser expostos aos contaminantes pelo
processo de bioacumulacgéo, 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 manutencdo da homeostase dos organismos. Tal seletividade ocorre, pois a0 mesmo
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tempo em que é feito o bloqueio de agentes estressores, tais como, bactérias, virus, parasitas e
substancias quimicas vindas do meio exterior, é permitida a absor¢do de agua, nutrientes e
eletrolitos. Sdo constituintes da barreira o epitélio colunar da mucosa, camadas de muco
produzidas pelas células caliciformes, constituido por glicoproteinas e proteoglicanos, e rico
em anticorpos, peptideos e lisozimas, tecidos linféides 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 protecdo e a manutencdo da homeostase intestinal ocorram de maneira
eficiente, é necessario o bom funcionamento das células da barreira intestinal, o que depende
da manutencéo de células funcionais e saudaveis. Nesse sentido, ocorre no epitelio intestinal o
processo de turnover, responsavel pela renovacao das células da mucosa através da sintese de
novas células, migracdo e extrusdo. Essa renovacdo epitelial é constante, com novas células
migrando pelas vilosidades até serem descartadas no limen, e adquirindo durante esse
processo fungdes de digestdo, absorcdo e secre¢do de mucinas. Tal processo é influenciado
por diferentes fatores como a quantidade de fibras, dietas, parasitas, restricdo alimentar e
idade (APPLEGATE et al., 1999; UNI et al., 2000).

A camada de muco é de grande importancia para a manutencdo da homeostase
intestinal, nesse sentido a espessura da camada é influenciada pela quantidade de células
caliciformes, e tem como funcdo além da defesa contra patdgenos e agentes estressores,
impedir que as enzimas digestivas destruam a mucosa (auto-digestao); lubrificacdo evitando
danos com a passagem do alimento e a nutricdo das bactérias da microbiota permitindo a sua
colonizagdo no intestino (LIEVIN-LE MOAL & SERVIN, 2006).

Ha dois tipos de células caliciformes, sendo elas: caliciformes AB*, que secretam
mucinas acidas ndo sulfatadas ou sialomucinas (pH 2,5) e mucinas sulfatadas ou sulfomucinas
(pH 1,0) responsaveis pela maior fluidez das fezes; e as caliciformes PAS®, que secretam
mucinas neutras responsaveis pela maior protecdo do epitélio, pois aumentam a viscosidade
do muco (TREVIZAN et al., 2016). Alteragdes na constituicdo do muco pela quantidade
desses dois tipos de caliciformes permite a melhor protecdo do epitélio e a expulsdo 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, hd também os linfdcitos

intraepiteliais (IELS), que sdo predominantemente linfocitos T. Essas células sdo potentes
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imunorreguladores, desempenhando mecanismos de vigilancia resistentes a antigenos
alimentares a microbiota local, sendo fundamentais para o processo de turnover, atuando na
reparacao e controle do crescimento das células epiteliais. Tais células tem como funcéo
proteger os 6rgdos de infeccBes, porém em algumas situaces podem funcionar de maneira
destrutiva contribuindo para o processo inflamatério, 0 que acarreta prejuizos a barreira
intestinal (HAYDAY et al., 2001; CHEROUTRE; LAMBOLEZ; MUCIDA, 2011).

As substancias quimicas que chegam ao Iimen intestinal, perturbam constantemente o
funcionamento da barreira impedindo, por exemplo, a renovacao celular através do aumento
da taxa apoptética no epitélio e a perturbacdo da maquinaria celular (CHEAT et al., 2015;
AWAD; ZENTEK, 2015; DELGADO; GRABINGER; BRUNNER, 2015). Essa perturbagéo
pode causar a perda da eficiéncia da barreira intestinal, permitindo o aumento da
permeabilidade e 0 acesso, através de vias irrestritas, de diferentes substancias e patégenos ao
restante do organismo (MASSEY; ARTEEL, 2012; PENDYALA; WALKER; HOLT, 2012;
BISCHOFF et al., 2014; SALVO-ROMERO et al., 2015; ODENWALD & TURNER, 2017).

A exposicdo a contaminantes, tais como, micotoxinas, mercurio, elsan, amonia,
bisfenol e diversos outros presentes no ambiente, contribuem para esse aumento da
permeabilidade intestinal, através da diminui¢do de proteinas de juncdo celular, edemas na
ldamina propria, necrose de células epiteliais, danos no DNA e a diminuicdo de mecanismos
antioxidantes. Essas alteracOes sdo descritas como precedentes da inflamacdo intestinal, e
resultam também em alteracdes no comprimento das vilosidades e das camadas de
musculatura, assim como na quantidade de células muco secretoras, causando prejuizos na
absorcdo de nutrientes e excrecdo 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 substancias, como especial destaque para os metais podem afetar a sade do TGl
e de todo organismo causando a genotoxicidade por meio de duas diferentes vias, sendo a
primeira por meio de uma interacdo direta com o DNA e indugdo de mutacdes; e a segunda
por meio de alteracdo da sinalizacdo celular como consequéncia do estresse oxidativo. Uma
vez gque 0s metais promovem aumentos nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS),
causando o estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica, danos em DNA e alteracbes no
metabolismo celular (WOO et al., 2009; MOAL & SERVIN, 2006; RAJESHKUMAR et al.,
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2017), se faz necessario avaliagdes 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 selénio
e que emprega a GSH como cofator para entdo reduzir uma série de perdxidos aos alcoois
correspondentes (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003), sendo extremamente importante
para protecdo das membranas contra a peroxidacao lipidica e o aumento de sua atividade esta
relacionado a presenca de diferentes contaminantes disponiveis induzirem a formacdo de
H.O, (AHMAD et al., 2006; FONSECA et al., 2011). A GSH em condicGes redox normais
encontra-se mais na forma reduzida e esta distribuida no nucleo, reticulo endoplasmatico e
mitocondrias, sendo um importante antioxidante ndo enzimatico com grande papel na
protecdo 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
lipidios, além de atuar na desintoxicacdo e excrecdo de metais pesados em conjunto com a
peroxidase (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Porém, prejuizos ao funcionamento do TGI podem ter como origem alteracdes no
funcionamento de outro integrante da barreira, a inervacdo intrinseca local composta pelo
sistema nervoso entérico (SNE). Esse sistema é responsavel pelo controle do peristaltismo,
da secrecdo, absorcdo e fluxo sanguineo local, de maneira independente das aferéncias
centrais. Constitui-se por uma rede de neurénios 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).

Avaliacdes do SNE séo de grande relevancia, pois juntamente com o sistema imune,
podem dar os primeiros sinais da presenca de contaminantes nos organismos (RISSATO et
al., 2019). Nesse sentido, roedores e suinos expostos a dietas contendo fluoreto e bisfenol
apresentaram diminuicdo da densidade neuronal, como consequéncia da morte de neurénios
das subpopulacdes colinérgica (excitatoria) e nitrérgica (inibitdria), que juntos correspondem
a 98% dos neurdnios entéricos (SOUZA MELO et al., 2014; SZYMANSKA; GONKOWSKI,
2018; SZYMANSKA; MAKOWSKA; GONKOWSKI, 2018).No caso dos peixes avaliacoes
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do plexo mioentérico sdo necessarias uma vez que, diferente dos mamiferos, o plexo
submucoso desses animais de maneira geral € ausente ou pouco desenvolvido, tendo todas as
funcBes do intestino controladas pelo plexo mioentérico (OLSSON, 2009). Sabe-se, que ha
diferentes niveis de resisténcia das subpopulacfes neuronais entéricas aos agentes estressores,
e que no caso das duas mais comuns, a subpopulacdo nitrérgica (NADPH-dr*) apresenta
maior resisténcia a fatores estressantes como a exposi¢do a contaminantes, em virtude do
neurotransmissor oxido nitrico (NO) (DIAMANTE et al., 2014; SOUZA MELO et al., 2017;
MARINSEK et al., 2018). Porém, outras subpopula¢bes com menores densidades possuem
neurotransmissores com caracteristicas neuroprotetoras como, por exemplo, polipeptideo
intestinal vasoativo (VIP), galanina, substancia P e peptideo de transcricdo regulado por
cocaina e anfetamina (CART) (SOUZA MELO et al., 2017; SZYMANSKA; GONKOWSKI,
2018; SZYMANSKA; MAKOWSKA; GONKOWSKI, 2018).

Especialmente, no caso de peixes de regides estuarinas intensamente antropizadas, a
diminuicdo da densidade geral de neurdnios mioentéricos (principalmente colinérgicos) foi
observada (MARINSEK et al., 2018; GONCALVES et al., 2020). Porém, assim como 0
restante do TGl o SNE possui grande potencial plastico, o que permite a manutencdo de seu
funcionamento e da homeostase do organismo durante seu ciclo de vida.

Modificagbes na morfologia da rede neuronal, como forma de aumentar a
comunicagdo e o numero de sinapses; modificagdes morfoquantitativas como consequéncia de
mudancas na atividade metabolica e na expressdo de neurotramissores; mudancas de codigo
quimico e co-localizacdo sdo exemplos de alteracbes que demonstram a eficiéncia dos
neurdnios entéricos como biomarcadores de contaminagdo (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; GONCALVES et al., 2020).

Baseado no fato de a via alimentar ser uma das principais rotas de exposi¢do dos
organismos aos contaminantes, e de que a barreira intestinal é altamente responsiva aos
efeitos da contaminacéo, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a qualidade ambiental
de trés regides do litoral do paulista com diferentes niveis de agdo antropica, e investigar
como a barreira intestinal se comporta nessas regifes. Para tanto foram quantificados e

integrados os biomarcadores bioquimicos (GST, GPx, GSH, LPO, dano em DNA) e



23

AVA >
AN UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA I unesp

LlneSp - “)ULIO DE MESQUITA FILHO” FQNF B-cre

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

morfoldgicos (espessura das camadas estratigraficas, células caliciformes AB* e PAS™ e IELs)
nos intestinos de bagres Genidens barbus coletados em trés estuérios distintos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animal Modelo

O presente trabalho utilizou juvenis da espécie de bagre cinza Genidens barbus, que
apresenta ampla distribuicdo geografica, sendo comum em toda costa sul e sudeste do Brasil
(FIGUEIREDO; MENEZES, 1978). Os juvenis de bagre residem no interior dos estuarios até
a maturacdo sexual, época em que realizam a migracdo para 0 oceano. Apresentam como
caracteristica alimentar o fato de serem generalistas e apresentarem variagdo ontogenética em
sua dieta, alimentando-se de presas maiores conforme aumentam o seu tamanho corporal.

De maneira geral os bagres G. barbus apresentam habitos alimentares semelhantes as
demais espécies de bagres, com dieta composta por crustaceos, equinodermos, pequenos
peixes, misidaceos e copepodes (MISHIMA, TANJI, 1982; ARAUJO, 1984; MENDOZA-
CARRANZA; VIEIRA, 2009; DENADAI et al., 2012), tendo os camardes Xiphopenaeus
kroyeri e Farfantepenaeus sp, e 0s peixes Porichthys porosissimus e Conodon nobilis (DI
BENEDITTO; TAVARES; MONTEIRO, 2018) como algumas de suas principais presas.
Além disso, por serem bentofagicos generalistas, os bagres G. barbus podem ser expostos a

substancias quimicas presentes no sedimento por meio da ingestéo.

2.2. Areas de Estudo
Os animais foram coletados em trés areas estuarinas do litoral do estado de Séo Paulo
que apresentam diferentes niveis de interferéncia antrépica, sendo elas: Estacdo Ecoldgica
Juréia-ltatins (JES) (24°26°16°°S/47°04°16>°W), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-
Iguape-Peruibe (CAN) (25°00°59°°S/47°55°29”°W) e Complexo Estuarino de Santos-Sé&o
Vicente (SSV)(23°59°04°°S/46°24702°°W) (Figura 1).
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egenda
Pontos de coleta

A

Complexo Estuarino de Santos-Sao Vicente

(SSV)

Estagio Ecologica Jureia —Itatins (JES)

Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia -
Google Earth Iguape-Peruibe (CAN)

Figural. Mapa da regido costeira do litoral do Estado de S&o Paulo, com destaque para as trés areas
de coleta: JES (Estacdo Ecoldgica Jureia-Itatins), SSV (Complexo Estuarino de Santos-Sao
Vicente) e CAN (Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe).

Considerando as mudangas ambientais ocorridas nas esta¢des do ano, principalmente
em relacdo aos indices de pluviosidade, as coletas dos animais e sedimento nas trés areas
foram padronizadas para ocorrer conjuntamente, no periodo de outono e inverno entre 0s

meses de maio a julho de 2019.

2.3 Analises sedimentologias e dos parametros fisico quimicos

2.3.1. Andlise granulométrica

A analise granulométrica foi realizada a partir do método descrito por MCCAVE &
SYVITSKI (1991) onde foram pesadas 3 aliquotas de 100 g de sedimento seco em estufa,
para a realizacdo do peneiramento, foi utilizado um conjunto de peneiras de diferentes
didametros (seguindo a escala de phi), apés o peneiramento foram pesados os sedimentos
retidos em cada malha. Posteriormente os sedimentos foram divididos nas por¢des grosso
(>125pm) e fino (<125um).

2.3.2. Analise de Matéria Orgéanica

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

3 aliquotas de 10 g de sedimento seco, em cadinhos de porcelana secos e com peso ja
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determinado pesados. Em seguida os mesmos foram colocados em mufla a 500°C por um
periodo de 3 horas, posteriormente, essas amostras foram deixadas em dessecador para
resfriar. Apds atingirem temperatura ambiente, as amostras foram pesadas e a diferenca de

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

2.3.3. Andlise do teor de carbonato

O teor de carbonato de calcio (CaCOs3) foi determinado a partir do método descrito
por HIROTA & SZYPER (1975), sendo pesadas 3 aliquotas de 30 g de sedimento seco,
colocadas em &cido cloridrico (HCI) 15% cobrindo toda amostra por um periodo de 24 h.
Posteriormente a amostra foi lavada em papel filtro (seco em estufa e pesado em balanca
anteriormente) com &gua destilada e colocada em estufa a 60 °C para secar por um periodo de
48 h, apos estes procedimentos o papel filtro com a amostra foi pesado e a diminuicéo de peso

da amostra inicial para a final apos a digestdo acida foi o teor de CaCOj3 das amostras.

2.3.4 Quantificacdo de metais e arsénio no sedimento

Nas trés &reas de estudo, no mesmo local de coleta dos animais, amostras de
sedimento foram coletadas com um amostrador de garra Van Veen de aco inoxidavel de
0,036m?. Tais amostras foram armazenadas em potes plasticos e mantidas refrigeradas
durante o transporte, até serem armazenadas em geladeira 4°C, até a analise.

Todas as amostras foram liofilizadas e homogeneizadas para analises posteriores. A
analise dos elementos tracos foi realizada seguindo SW 846 US EPA 350b (USEPA, 1996).
Esse método consiste na lixiviacdo acida para dissolver todos os elementos disponiveis no
ambiente, como a matéria organica, os carbonatos e os 0xidos de Fe / Mn e adsorvidos em
particulas de grdo fino. Essa digestdo ndo considera os metais da estrutura do grdo, mas
somente a fracdo potencialmente biodisponivel.

A quantificacdo dos elementos As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn, bem como elementos
préximos ao tamanho de particula, como Al, Fe, Sc e V, foi realizada por espectrometria
optica por plasma acoplada indutivamente (ICP-OES), que fornece uma quantificacdo
multielemental com base no comprimento de onda de cada elemento.

O controle de qualidade foi realizado considerando os limites de detecgéo, veracidade
e precisdo. Um material de referéncia certificado (SS-2 EnviroMat Contaminated Soil from
SCP Science) foi submetido ao mesmo procedimento analitico e os resultados apresentaram

um desvio padréo relativo de <15% e recuperacao entre 88% e 109% para todos os elementos.
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2.3.5 Andlise dos parametros fisico-quimicos da agua

Em decorréncia dos processos de mistura das massas de agua, 0s corpos estuarinos nao
sdo homogéneos, ocorrendo variagdes ao longo de escalas de tempo e em dimensbes que
variam de microscopicas até geométricas, afetando a salinidade, dispersdo de nutrientes e
sedimentagdo (MIRANDA; de CASTRO; KJERFVE, 2001; VIITH; SUNDAR; SHETYE,
2009). Avaliacdes dos fatores fisico-quimicos sdo, portanto, relevantes, uma vez que fatores
como salinidade da &gua, matéria organica dissolvida e pH interferem na adsorcdo de
elementos metalicos (VIEIRA et al., 2021), e sdo fatores limitantes para 0s organismos, uma
vez que proporcionam desafios para a sua sobrevivéncia e dispersao.

Amostras de agua das trés regibes de estudo foram analisadas em relacdo a
temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido (OD) e pH. A temperatura e 0 OD foram
medidos por meio de um medidor com sonda multipardmetro, quanto ao pH a medicédo foi
realizada através da utilizacdo de papel indicador de pH, e a salinidade com o auxilio de

refratbmetro/salindbmetro manual.

2.4 Coleta dos animais e Determinacdo do Fator de Condicéo (FC)

2.4.1 Coleta dos animais

Em cada regido (JES, SSV e CAN) foram coletados 10 exemplares juvenis de bagres
por meio de pesca artesanal, redes de arrasto e pesca por tarrafas. Posteriormente, 0s animais
foram transferidos em caixas plasticas, com bombas de aeracdo e agua do local da coleta para
o laboratério de pesquisa no IB-CLP. No laboratorio, com o intuito de minimizar o estresse de
captura, os animais foram aclimatados durante o periodo de 12h. Durante esse periodo foram
mantidos em jejum, com temperatura e salinidade da &gua monitoradas.

Apbs o periodo de aclimatacdo, os animais foram eutanasiados em solucdo de
benzocaina a 50ppm (diluida em 10ml de acetona) em soluc¢do aquosa, em dosagem excessiva
suficiente para a completa cessacdo dos movimentos operculares e parada respiratoria.
Posteriormente, foi feito a pesagem (g) e mensuragéo padrédo do comprimento corpéreo (cm) e
uma incisdo ventral mediana da regido cloacal até a regido das branquias para a coleta do
intestino.

Antes do processamento, 0s segmentos intestinais foram decalcados em papel branco
para determinacdo do comprimento (cm) e area intestinal (cm2). A mensuracdo se fez

necessaria para evitar que as diferencas na &rea intestinal possam induzir ao erro na
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interpretacdo da andlise quantitativa dos neurdnios. Caso ocorram alteragdes significativas no
tamanho da area intestinal, sera aplicado um fator de correcdo dado pela razdo entre as areas
intestinais dos animais das diferentes regides de estudo (GABELLA, 1969).

2.4.2 Determinacdo do Fator de Condicdo (FC)

Para determinar o Fator de Condicdo (FC) dos animais das trés &reas de estudo foi
utilizado os valores de peso e comprimento corporal. Tais valores foram aplicados na
equacdo. Adquirir os valores de FC é de estrema importancia, pois € utilizado para determinar

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

K=W,/L}
Onde:

W, peso total;
L¢: comprimento total;

b: coeficiente da relacdo peso-comprimento

2.5 Analise histoldgica da parede intestinal

Fragmentos de dois cm do intestino foram fixados em formol 10% por 24 horas e
posteriormente transferidos para o alcool etilico a 70% até o processamento. Na sequéncia as
amostras foram desidratadas em uma sequéncia de alcool até o absoluto, diafanizados em
xilol e incluidos em cera de parafina, onde foram obtidos cortes transversais semi-seriados de
5um de espessura.

Os cortes foram corados pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina (HE) para a
avaliacdo completa da estratigrafia das camadas intestinais, altura das vilosidades (um) e
espessura da submucosa e tlnicas musculares (um). Para a contagem de linfocitos intra-
epiteliais (IELs), enterdcitos e células mucossecretoras (caliciformes AB* e PAS™) os cortes
foram corados com Acido Periodico de Schiff e Alcina Blue.

Considerando o formato cilindrico do intestino, os cortes histologicos (trés por animal)
foram divididos em quadrantes (0°, 90° 180° 360°) (figura 2), totalizando 12
fotomicrogréficas por animal. Para medir a altura das vilosidades intestinais (um) e da

espessura da tunica muscular (um) foi utilizado o aumento de 100X. J& para a contagem de
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celulas caliciformes e IELs o aumento utilizado foi de 1000X. Posteriormente a raz&o entre
caliciformes/enterdcitos e IELS/enterdcitos foi estabelecida.

Para que as analises fossem realizadas, os cortes foram fotografados com o auxilio da
camera digital Motic Image® e as fotografias transferidas para o computador A avaliacdo da
estratigrafia intestinal e a quantificacdo das células caliciformes e IELs foi realizada com
auxilio do programa Image Pro-Plus 3.0.1.

2.6. Avalicdo morfoquantitativa dos neurdnios mioentérico

2.6.1. Deteccéo da populacdo neuronal geral (GIEMSA) (BARBOSA, 1979)
Parte dos segmentos intestinais foi preenchido com solucdo fixadora (Giemsa) e

tiveram suas pontas amarradas antes de serem imersos na mesma solucdo por sete dias.
Posteriormente, cada intestino foi seccionado ao longo do eixo longitudinal na margem
mesentérica e microdissecado em estereomicroscépio, para retirada das tlnicas mucosas e
submucosas e preservacdo das camadas musculares e serosas. As camadas preservadas
formaram os preparados de membrana, que foram expostos ao corante Giemsa contendo azul
de metileno em tampao fosfato a 0,1N (pH 6,9) por 24 horas e posteriormente montadas entre

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

2.6.2. Deteccdo da populacdo neuronal nitrérgica (NADPH-dr+) (SCHERER-SINGLER et
al., 1983)

Parte dos segmentos intestinais foi lavado e preenchido com solucdo 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 trés vezes em PBS (10 minutos cada). Em seguida os
segmentos foram incubados em meio de reagdo contendo, NBT, B-NADPH, 0,3% de Triton—
X e Tris-HCI, para posteriormente serem fixados novamente em paraformoldeido 4%. Apds
periodo de fixacdo, cada intestino foi microdissecado em estereomicroscépio, para a
elaboracéo de preparados de membrana, que foram montados entra lamina e laminula de

vidro, com resina sintética Permount®.

2.6.3. Deteccdo da populacdo neuronal metabolicamente ativa (NADH-dr+) (GABELLA,
1969).
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Parte dos segmentos intestinais foram lavados e preenchidos com solucdo de Krebs
(pH 7,3). Apds a lavagem, os segmentos foram submetidos ao procedimento para
evidenciacdo dos neurdnios. Para tanto, os segmentos passaram por duas lavagens de dez
minutos cada em solucdo de Krebs, e foram incubados em solucdo de Krebs contendo Triton
X-100 a 0,3% durante cinco minutos. Mais quatro lavagens de dez minutos em cada solucdo
de Krebs foram realizadas, para posterior incubacdo em meio de reagdo constituido por 25ml
de solucdo estoque de Nitro Blue Tetrazolium (NBT, solucdo estoque com concentracao de
0,5 mg/ml), 25 ml de tampao fosfato de sddio (0,1 M; pH 7,3), 0,05 g de B-NADH em 50ml
de &gua destilada. O tempo de incubacdo foi padronizado em 40 minutos e a reacao
histoquimica foi acompanhada em estereomicroscopio com segmentos posteriormente sendo
fixados em solucdo de formol aldeido a 10% em tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,3). Apos
periodo de fixacdo, cada intestino foi microdissecado em estereomicroscopio, para a
elaboracdo de preparados de membrana, que também foram montados entra lamina e laminula

de vidro, com resina sintética Permount®.

2.6.4 Andlise morfoguantitativa dos neurdnios mioentéricos

Apds a fixacdo os intestinos foram microdissecados em estereomicroscépio, com
auxilio de uma pinca de microdisseccdo. Esse procedimento € feito, no intuito de se retirar as
camadas de mucosa e submucosa, mantendo apenas as musculaturas, formando assim 0s
preparados de membrana.

A quantificacdo neuronal por area (mm?) foi realizada por meio desses preparados de
membrana. A densidade neuronal foi obtida com o auxilio do microscépio de luz (objetiva de
40X), sendo as imagens capturadas pela camera digital Motic Image®, e transferidas para o
computador. Para cada preparado de membrana foi adaptado um sistema teste constituido por
60 campos equidistantes percorrendo toda a sua extensdo (regides mesentéria, intermediaria e
antimesentérica).

A mensuracdo da area dos perfis do corpo celular (PC) e nuclear (PN) dos neurbnios
mioentéricos do intestino (um?2) foi realizada pelo programa de andlise de imagem
computadorizado Image-Pro-Plus 3.0.1. Para tanto, as imagens capturadas para a analise
guantitativa foram utilizadas na analise morfométrica, sendo mensurados 100 neurdnios de
cada um dos preparados de membrana. Os perfis dos PC e PN tiveram suas areas separadas

em quatro classes de tamanho. No caso das areas dos PC, os intervalos foram estipulados em
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0-30 um?, 30-60 pm?, 60-90 pm? e 90-120 um?, enquanto no caso dos PN foram de 0-15 pm?,
15-30 pm?, 30-45 pm? e 45-60 pm?>.

2.7. Andlises Bioquimicas

A atuagdo do sistema antioxidante intestinal dos animais foi avaliada utilizando os
biomarcadores de exposicdo Glutationa S- Transferase (GST), Glutationa Peroxidase e
Glutationa Reduzida (GSH), além dos biomarcadores de efeito peroxidacao lipidica (LPO) e
danos de DNA (OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Fragmentos intestinais foram mantidos em gelo e homogeneizados a 10%
massa:volume (m:v), em tampé&o Tris-HCI (Tris 50 mM; EDTA 1 mM; DTT 1 mM; Surose
50 mM; KCI a 150 mM, PMSF 1 mM, pH 7,6). Aliquotas dos homogenatos foram ent&o
separadas para quantificacdo de dano em DNA e lipoperoxidacdo (LPO).

O restante da amostra foi centrifugado a 12.000 g durante 20 min a 4 °C, e aliquotas
deste sobrenadante foram separadas para as analises de atividade de glutationa-S-transferase
(GST), da glutationa peroxidase (GPx) e quantificacdo de tidis ndo 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. Niveis de GSH foram medidos por
espectrofotometria a 415nm (SEDLAK E LINDSAY, 1968).

Os niveis de peroxidacdo lipidica (LPO) foram quantificados pelo método das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBAR) proposto por Wills (1987), através de
fluorescéncia (Aex 532nm e 556nm Aem). O método empregado para avaliacdo dos danos em
DNA foi 0 da precipitacio alcalina (GAGNE E BLAISE, 1995). O ensaio ¢ baseado na
precipitacdo do DNA genémico ligado as proteinas através do SDS (dodecil sulfato de sédio),
deixando livre no sobrenadante as quebras simples na cadeia de DNA-proteina. Estes
filamentos de DNA foram quantificados utilizando fluorescéncia (Aex 360nm e 450nm Aem)
apos coloracdo com corante Hoescht. Solugdes padrdo de DNA de esperma de salmao foram
usadas para calibracéo.

Todas as analises foram normalizadas pelas concentracGes de proteina, as quais foram
por sua vez determinadas por espectrofotometria a 595nm (BRADFORD, 1976) utilizando
BSA (proteina albumina do soro bovino) como padrdo. As leituras de absorbancia e
fluorescéncia foram realizadas em leitor de microplacas (Biotek-Synergy ™ HT).
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2.8. Andlise estatistica

2.8.1. Correlacdo de Pearson

No programa Microsoft Excel foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson
entre as variaveis de peso e comprimento corpéreo; e PC e PN dos animais das trés areas de
estudo. Esse coeficiente mede o grau de correlacdo entre duas varidveis, ou seja, a
dependéncia entre elas. O grau de correlacdo pode variar no intervalo de -1 a 1, o que
demonstra se as varidveis aumentam conjuntamente ou inversamente.

De acordo com o grau de dependéncia das variaveis relacionadas (peso/comprimento e
PC/PN) foi atribuido valores dentro do intervalo estipulado. VValores que se aproximaram de 1
representam uma correlacao perfeita e positiva entre duas variaveis, ou seja, as duas variaveis
analisadas apresentam a mesma tendéncia, aumentam juntas ou diminuem juntas. Valores
préximos a 0 demonstram que as varidveis nao apresentam correlacéo, ndo tendo dependéncia
uma da outra. Por fim, valores proximos a -1 demonstram que as variaveis analisadas tém
correlagbes perfeitas e negativas, sendo assim tem tendéncias contrarias, com uma

aumentando e outra diminuindo.

2.8.2. Tratamento dos dados

Os resultados dos parametros biométricos, da espessura das camadas estratigraficas
intestinais, quantidade de células caliciformes AB* e PAS®, IELs, densidade neuronal e
analise das areas dos PC e PN dos neur6nios 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 padrdo com nivel de significancia de 5%.

A significancia das diferencas entre os tratamentos foi avaliada também por meio da
Analise Permutacional de Variancia (PERMANOVA “main test”) multivariada
(ANDERSON, 2008), considerando as areas de estudo como fatores fixos (JES, CAN e SSV).
As variaveis da matriz multivariada foram normalizadas para que tivessem igual importancia
na analise. Quando o teste principal apresentou resultado significativo (p<0,05), foi aplicado
teste a posteriori (“pairwise multiple comparisons test”) para identificar quais niveis diferiram
entre si. A homogeneidade das variancias foi analisada utilizando PERMDISP. Uma vez que
o resultado da PERMANOVA ¢ sensivel a heterocedasticidade dos dados, em casos em que
foi identificada, foi observado se as séries de dados, apesar da sua heterocedasticidade,
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possuiam locacdo suficientemente distintas para corroborar uma eventual diferenca
significativa apontada pela PERMANOVA. Todos os testes foram realizados baseados em
matrizes de semelhanca de distancias Euclidianas para os dados univariados e multivariados.
Os residuos foram permutados usando permutacéo irrestrita de dados brutos. Os valores de p
Monte Carlo foram usados quando o numero de permutacGes foi menores que 50
(ANDERSON et al., 2008). Para estas analises foi utilizado o software PRIMER 6.0.

Os resultados dos biomarcadores bioquimicos também foram integrados por meio do
indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR) proposto por Liu et al. (2013). Para
isso foram criados indices, a partir da normalizacdo de cada valor de resposta de biomarcador
individual, sendo realizado por subtracdo do valor médio geral e dividido por seu desvio
padrdo. Cada valor normalizado foi entdo adicionado ao valor minimo obtido para cada
biomarcador (escore Z). Os indices foram calculados, cada pontuacdo média do biomarcador
Z foi entdo multiplicada por uma ponderacdo (DNA=2, LPO=2, GPx=1, GST=1, GSH=1,
designado de acordo com a importancia sisttmica de cada biomarcador. Os escores de
resposta do biomarcador foram plotados como gréficos de radar. Para obter o indice integrado
de resposta de biomarcador (IBR), a soma de todas as pontuacdes de resposta de biomarcador
para cada tratamento foi dividida pela soma de todas as ponderacdes, fornecendo o grau final
de efeito para cada tratamento.

A anélise fatorial com andlise de componentes principais (FA / PCA) foi utilizado
como o procedimento de extracdo para destacar as associagdes entre as respostas do fator de
condicdo, 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 populacdo geral e das subpopulagdes NADPH-dr* e
NADH-dr*, morfometria dos PC e PN da populacdo geral mioentérica e das subpopulagdes
NADPH-dr* e NADH-dr", danos em DNA, LPO e expressdo de GPx, GSH e GST. As
variaveis foram autoescalonadas (padronizadas) para terem igual importancia.

Apenas fatores com autovalores maiores que 1,0 foram interpretados (critério de
Kaiser). As varidveis selecionadas para interpretacdo foram aquelas associadas aos fatores
com carregamento >0,60, valor mais conservador que o corte de carregamento recomendado
por Tabachnic e Fidell (1996). A relevancia das associacfes observadas foi estimada pelo

calculo do fator de pontuacdo de cada caso para o centroide de todos os casos para os dados
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originais. Todas as andlises foram realizadas no software STATISTICA 12 (StatSoft Inc.,
EUA).

3. RESULTADOS

3.1 Parametros fisico-quimicos e caracterizacdo do sedimento
Os animais foram coletados nas trés areas durante o periodo do inverno, entre 0s
meses de Maio e Julho de 2019, para que assim as condi¢des ambientais fossem semelhantes
nas trés localidades e nédo influenciassem nos resultados (tabela 1). Nesse sentido, as maiores
variacOes foram encontradas em relacdo a salinidade, com JES apresentando 0s menores
valores (15) e SSV os maiores (30).

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos (salinidade, temperatura, pH e oxigénio dissolvido na
agua) e caracterizacdo do sedimento (granulometria, matéria organica (M.O) e
carbonato) das areas Estacdo Ecoldgica Juréia-ltatins (JES), Sistema Estuarino
Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-Sao

Vicente (SSV).
Parametros fisico-quimicos

Regiéo Salinidade Temperatura (°C) pH Oxigén(ir?]gl)li_s)solvido

JES 15 22,7 7 6,2

CAN 25 23,0 6 7,3

SSV 30 23,4 6 6,0

Caracterizacdo do sedimento
Regiéo Granulometria M.O (%) CaCos (%)
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 trés regides de estudo o sedimento coletado foi predominantemente classificado
como grosso (tabela 1). A regido 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 regides de CAN e SSV apresentaram valores préoximos 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 Quantificacdo de metais no sedimento

Doze metais tiveram suas concentracfes analisadas nas trés areas de estudo (tabela 2),
porém apenas metade dos analisados tem valores de referéncia estipulados pela resolucéo
CONAMA 454, ndo havendo valores referéncia para as concentragdes de manganés (Mn),
escandio (Sc), estréncio (Sr), titanio (Ti) e vanadio (V) nas legislacdes utilizadas como
referéncia.

Tabela 2. Concentracdo (mg/kg) de metais no sedimento das regides Estacdo Ecoldgica
Juréia-ltatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-Iguape-Peruibe
(CAN) e Complexo Estuarino de Santos-Sao 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 512 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
\ 15,34 3,94 9,61
Zn 21,90 187,12 38,98

Trés metais violaram os valores guia de referéncia do primeiro nivel 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
concentracdes altamente elevadas em CAN, sendo eles: cobre (Cu), chumbo (Pb) e zinco
(Zn). Na comparacdo com a area referéncia (JES), as concentra¢es de Cu, Pb e Zn foram
respectivamente 2306,98%, 1059,09% e 754,25% mais altas. As concentracfes desses trés
metais também foram elevadas na comparacdo com SSV, sendo 1338,42% (Cu), 1367,52%
(Pb) e 380,03% (Zn) mais altas em CAN (tabela 2).

Mesmo com as concentracdes de Zn ndo sendo tdo elevadas quando em CAN, a
concentracdo encontrada em SSV chama atencdo quando utilizamos como referéncia SQGs
especificos. Da mesma maneira utilizando essas concentrac@es de referéncia locais, chama a
atencdo as concentracdes de niquel (Ni) encontradas em SSV.

Também merece destaque as concentracfes de estroncio (Sr), apesar de ndo ser um
metal com concentracdes referéncia nas legislacoes foi encontrado elevada concentracdo SSV.
Tal concentragdo 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 Parametros biométricos

Os bagres da area referéncia (JES) apresentaram maiores valores médios de
comprimento corporal em comparacdo com os bagres das areas antropizadas (CAN e SSV),
sendo que as diferencas encontradas foram significativas (p<0,05) (tabela 3). A diferenca na
comparacdo entre os animais de JES e CAN foi de 18,24%, e na comparacdo 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. Pardmetros biométricos (peso, comprimento corporal, &rea intestinal, fator de
condicdo) expressdes em média + desvio padrdo e Correcdo de Pearson entre as
variaveis peso e comprimento corporal, dos bagres Genidens barbus (n=10 por
grupo) das areas Estacdo Ecoldgica Juréia-ltatins (JES), Sistema Estuarino
Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-
Sdo Vicente (SSV).

Parametros biométricos

) Correlacéo
Reqido Peso Comprimento  Area intestinal Fator de de Pearson
g (9) Corporal (cm) (cm? condicdo (FC) (peso/compr
imento)
JES 114,36+42,29°  23,85+2,48° 13,22+45,47° 0,80 0,92
CAN 65,63+26,21" 19,50+2,35" 13,42+5,08° 0,85 0,95
SSv 28,73+11,68° 15,31+2,11° 10,70+5,48° 0,79 0,71

*|etras diferentes na mesma coluna demonstram diferenca estatistica significativa (p<0,05) pelo teste
de One Way ANOVA.

Entretanto, as diferencas mais expressivas foram nas comparacdes 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, 0S
animais de SSV apresentaram 0s menores valores de peso, sendo tais valores 56,23% menor
que os bagres de CAN.

Utilizando a Correlacdo de Pearson, foi observado dependéncia das duas variaveis nos
bagres das trés areas de estudo. No caso dos animais de JES e CAN os valores das correlacdes
foram de 0,92 e 0,95 respectivamente, caracterizando correlagdes positivas e muito fortes,
enguanto nos animais de SSV a correlacdo apresentou o valor de 0,71, sendo classificada

como positiva e forte (tabela 3) (figura 2).
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Figura 2. Correlacdo de Pearson dos valores de peso (g) e comprimento corpdreo (cm) dos bagres
Genidens barbus da Estacdo Ecoldgica Juréia-ltatins (JES) (muito forte — p = 0,92),
Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe (CAN) (muito forte — p=0,95) e
Complexo Estuarino de Santos-Sao Vicente (SSV) (forte — p=0,71).
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Apesar dessas diferencas corporeas, ndo ocorreu diferengas significativas (p>0,05)
entre 0os FCs dos bagres das trés areas de estudo, demonstrando que os animais analisados
tinham a mesma condicdo corporal (tabela 3). Também, ndo ocorreram diferencas
significativas (p>0,05) na area intestinal, dispensando a necessidade da utilizacdo do fator de

correcao para as analises morfoquantitativas do plexo mioentérico.

3.4 Analise histologica do intestino
As camadas estratigraficas do intestino de Genidens barbus nas trés regies de estudo
seguiram o padrdo descrito para Orgdos tubulares, com as camadas: mucosa, submucosa,

muscular e serosa (figura 3).

Figura 3. Fotomicrografia do intestino de bagres Genidens barbus da Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins
(JES) (A), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-lIguape-Peruibe (CAN) (B) e Complexo
Estuarino de Santos-S&o Vicente (SSV) (C), indicando as vilosidades (VI), submucosa (S),
musculatura (M), epitélio retilineo (cabeca de seta) e vilosidades fundidas (seta).

Nos parametros morfométricos do intestino, diferencas significativas (p<0,05) foram
encontradas (tabela 4) (figura 4). As diferencas mais expressivas foram em relacdo a altura
das vilosidades, pois os bagres de JES (area referéncia) 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 comparacdo 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 diferenca
observada em relacgdo as vilosidades foi na comparagéo entre CAN e SSV, com as vilosidades
dos ultimos estando 222,31% maiores (tabela 4) (figura 4).
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Tabela 4. Espessura das camadas estratigraficas do intestino de bagres Genidens barbus
(n=10 por regido) da Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino
Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-
Sdo Vicente (SSV).

Areas Vilosidades (um) Submucosa (um)  Muscular (um) Pare(it:n'l)'otal
JES 313,14+150,16° 13,21+4,54° 85,33+35,52° 411,68+143,74°
CAN 135,75+27,15" 12,67+3,92° 61,12+21,12"  209,54+43,62°
SSV 437,54+83,99% 9,53+1,64° 53,48+21,74° 500,55+75,60°

“Letras diferentes demonstram diferenca significativa pelo teste de One Way ANOVA
(p<0,05).
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Figura 4. Representacdo grafica da espessura das camadas da parede intestinal (um?®) dos bagres
Genidens barbus (n=10 por regido) da Estacdo Ecoldgica Juréia-ltatins (JES), Sistema
Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-
S&o Vicente (SSV). *Letras diferentes demonstram diferenca significativa pelo teste de
One Way ANOVA (p<0,05).

Durante as observagfes do intestino dos bagres de SSV foram encontradas inimeras
vilosidades fundidas nas bases e apices (figura 3). J& no caso dos bagres de CAN, como
consequéncia da menor altura das vilosidades, o epitélio apresentou em toda a sua extensdo
vilosidades achatadas em alguns animais (figura 3).

As diferencas 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 o0s bagres de
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SSV, estando 58,14% menor (p<0,05). J& na comparacdo entre JES e SSV ndo ocorreu
diferencas significativas (p>0,05) (figura 4).

Né&o foram observadas diferencas significativas na espessura da camada de submucosa
entre os bagres das trés areas de estudo. Porém, diferencas foram observadas em relacdo a
espessura da camada muscular do intestino dos bagres de JES e SSV, com os Gltimos
apresentando a espessura menor 37,22% (p<0,05). Nas comparagdes entre as musculaturas
dos bagres de JES e CAN e CAN e SSV, ndo foram observadas diferencas significativas
(p>0,05) (tabela 4) (figura 4).

Em relacdo as células caliciformes AB* e PAS™ e IELs foram observadas diferengas
significativas (p<0,05) na comparacédo entre 0s intestinos dos bagres das trés areas de estudo
(tabela 5) (figuras 5 e 6).

Tabela 5. Relagdo Caliciformes AB/Enterocitos, Caliciformes PAS®/ Enterocitos e
IELs/Enterocitos do intestino de bagres Genidens barbus (n=10 por regido) da
Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-
Iguape-Peruibe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-S&o Vicente (SSV).

Areas Caliciformes AB*/E Caliciformes PAS'/E IELS/E
JES 24.45+10,23? 35,79+12,44° 6,25+1,85°
CAN 24,65+10,872 29,16+8,69% 6,69+2 592
SSV 15,07+4,06" 19,15+3,64° 4,30+0,50°

“Letras diferentes demonstram diferenca significativa pelo teste de One Way ANOVA
(p<0,05).
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Figura 5. Representagcdo grafica das relagBes Caliciformes AB*/Enterdcitos, Caliciformes
PAS*/Enterocitos e IELs/Enterécito do epitélio intestinal dos bagres Genidens barbus (n=10
por regido) da Estacdo Ecoldgica Juréia-ltatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de
Cananéia-lguape-Peruibe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-Sdo Vicente (SSV).
*Letras diferentes demonstram diferenca 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 diferencas significativas em relacdo as
caliciformes na comparacdo 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). J& na comparacdo entre os intestinos dos bagres de JES

e CAN, ndo foi verificado diferenca significativa (p>0,05) (tabela 5) (figuras 5 e 6).
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Figura 6. Fotomicrografia do intestino dos bagres Genidens barbus da Estacdo Ecoldgica Juréia-
Itatins (JES) (A, B e C), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe (CAN)
(D, E e F) e Complexo Estuarino de Santos-Sdo Vicente (SSV) (G, H e I). (*) células
caliciformes PAS" evidenciadas pela técnica de Reativo de Schiff, (cabeca de seta) células
caliciformes AB" evidenciadas pela técnica de Alcian Blue, (setas) Linfdcitos Intra-
epiteliais (IELs) evidenciados pela técnica de HE.

Diferengas 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). N@o ocorreram diferencas significativas entre as quantidades dessas células nos
intestinos dos bagres de JES e CAN (tabela 5) (figura 5).

3.5 Anadlise morfoquantitativa do Plexo Mioentérico

O plexo apresentou morfologia semelhante nos animais das trés areas de estudo, com
0s neurdnios distribuidos em uma rede neuronal extremamente difusa com cord@es nervosos
por toda a extensdo da musculatura intestinal (figura 7). Nao foram observados agrupamentos

neuronais (ganglios).
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Figura 7. Fotomicrografia do plexo mioentérico de bagres Genidens barbus, da Estacdo Ecoldgica
Juréia-Itatins (JES) (A, B, G e J); Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe
(CAN) (C, D, H e K) e Complexo Estuarino de Santos-Séo Vicente (SSV) (E, F, | e L),
evidenciando as populagdo neuronal geral (J, K e L), subpopulacéo nitrérgica (A, B, C, D,
E e F) e subpopulagio metabolicamente ativa NADH-dr" (G, H e I).

Diferencas significativas (p<0,05) foram observadas em relacdo a densidade da
populacdo geral de neurdnios mioentéricos nos animais das trés regides 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 Gltima também apresentaram densidade 30,89% maior
(P<0,05), que a do plexo dos animais de JES (tabela 6) (figura 8). Nao foram observadas
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diferengas em relagdo a morfometria dos PC e PN no plexo dos animais das trés regides
(tabela 6) (figura 9).

Tabela 6. Densidade neuronal/mm? e analise monométrica do perfil celular (PC) e nuclear
(PN) da populacdo neuronal geral mioentérica (Giemsa) e das subpopulacdes
neuronais mioentéricas nitrergica (NADPH-dr") e metabolicamente ativa (NADH-
dr’) do intestino de bagres Genidens barbus (n=10 por regido) da Estagio
Ecolodgica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-
Peruibe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-Sao Vicente (SSV).

Giemsa NADPH-dr* NADH-dr*

Densidade (mm?)

JES
CAN
SSV

JES
CAN
SSV

1359,99+ 132,31° 318,89+ 24,04° 1006,38+ 15,74

2722,76+ 159,61° 315,70+ 57,512 749,36+ 70,96"

1780,21+ 277,93° 350,40+ 59,40° 1184,05+ 23,07°
Morfometria (pm?)

PC PN PC PN PC PN
24,20+3,92°  12,41+2,27° 39,95+9,18"  16,05+2,39% 46,39+ 8,57° 15,31+ 2,37°
24,70+1,67°  11,71+1,41° 42,71+7,73°  20,23+3,23° 38,0445,06° 15,17+ 1,32°
24,45+ 3,09° 11,50+ 1,65 36,52+7,05* 18,04+3,34% 29,69+ 2,58° 12,77+ 1,70

“Letras diferentes na mesma coluna demonstram diferenca estatistica significativa (p<0,05) pelo teste
de One Way ANOVA
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Figura 8. Densidade neuronal (mm?) da populacio neuronal geral (Giemsa), subpopulacdo nitrergica
(NADPH-dr*) e subpopulagdo metabolicamente ativa (NADH-dr") do plexo mioentérico do
intestino de bagres Genidens barbus (n=10 por regido), coletados nas areas Estagdo
Ecologica Jureia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe
(CAN) e Complexo Estuarino de Santos-Sdo Vicente (SSV). *Letras diferentes
demonstram diferenca estatistica significativa pelo teste de One Way ANOVA (p<0,05).

Diferente do que foi observado na populacdo geral, ndo ocorreram diferencas
significativas (p>0,05) na densidade da subpopulacéo nitrérgica entre o plexo dos animais das
trés regides de coleta. Contudo, diferencas foram observadas em relagdo a morfometria, com
0s neurdnios nitrérgicos do plexo mioentérico dos bagres de JES apresentando area média dos
PC 6,9% menor que os de CAN (p<0,05) (tabela 6) (figura 9). Os neurdnios da subpopulacéo
nitrérgica apresentaram a area media dos PCs 16,94% maior que os de SSV. J& nas
comparacOes JES e SSV ndo foram constatadas diferencas nas areas médias dos PCs (tabela
6) (figura 9). Em menor proporc¢édo, foram notadas diferencas significativas na area média dos
PNs, com os bagres de JES apresentando area média dos PNs 26,04% menor que os de CAN
(tabela 6) (figura 10). Porém, nas comparacdes entre JES e SSV e CAN e SSV ndo foram
observadas diferengas significativas nas areas medias dos PNs (p>0,05).



46

AVA .
AN UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA . gunesp
unesp ' S e
p “JULIO DE MESQUITA FILHO” <D

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

ab

—c

&~ 20

a
a O

[. g

“ I
c 8 454
4 5 o &
20 £ |
10 4 <2 1
04 e 0
Giemsa

Area do Perfil Celular (PC) pm?
8

Area Perfil Nuclear (PN) (um?)
5
w
1——'
——
Hu
o

NADPH-dr" NADH-d& Giemsa NADPH-&™ NADH.dr”
Subpopulagdes neuronass Subpopulagdes neuronais
- JES | JEASl
nNEES 5] =

Figura 9. Perfil celular (PC) (A) e perfil nuclear (PN) (B) dos neurénios da populagdo neuronal geral
(Giemsa), subpopulagdo nitrergica (NADPH-dr*) e subpopulagdo metabolicamente ativa
(NADH-dr") do plexo mioentérico do intestino de bagres Genidens barbus coletados nas
regides Estacdo Ecologica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-
Iguape-Peruibe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-Sdo Vicente (SSV). *Letras
diferentes demonstram diferenga significativa pelo teste de One Way ANOVA (p<0,05).

No que diz respeito a subpopulagdo metabolicamente ativa, diferencas foram
observadas na comparacdo dos animais das trés areas de estudo. Essas diferencas se deram
por uma densidade neuronal 25,54% menor (p<0,05) no plexo dos bagres de CAN na
comparagdo com JES, e 36,72% menor na comparagdo com SSV (tabela 6) (figura 10). Na
comparagdo de JES com SSV, essa Ultima apresentou aumento de 17,6% (p<0,05). Em
relacdo a morfometria, os neurbnios metabolicamente ativos dos bagres de JES apresentaram
areas médias de PC 18% maiores que os de CAN e 36% maior que 0s de SSV (p<0,05)
(tabela 6) (figura 9). Os neurbnios do plexo mioentérico dos animais dessa Ultima regido
apresentaram as menores areas médias de PC, sendo 21,96% menor que os de CAN (figura 9).
No caso de SSV também foi observado menores areas de PN na comparagdo com as demais
areas, sendo 16, 6% menor que a dos neurbnios de JES e 19,78% menor que os de CAN
(tabela 6) (figura 9).

Os valores do coeficiente de correlacdo de Pearson demonstram que as variaveis PC e
PN crescem conjuntamente, ou seja, dependem uma da outra, em todas as populagdes
neuronais analisadas. Em todas as regides de estudos, as correlagdes foram classificadas como

moderadas ou fortes. No caso esses resultados deixam explicito a tendéncia de aumento na
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area corpo celular e nacleo dos neurdnios da subpopulagdo nitrérgica. J& no caso de SSV
esses resultados deixam explicito a tendéncia de diminuicdo da area dos neurbnios da

subpopulacdo metabolicamente ativa (figura 10).
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Figura 10. Correlacdo de Pearson dos valores de PC e PN dos neurénios mioentérico da populacao
geral (Giemsa) (A, D e G), subpopulacdo metabolicamente ativa (NADH-dr*)(B, E e H)
e subpopulagéo nitrérgica (NADPH-dr*) (C, F e 1) dos bagres Genidens barbus (n=10 por
regido) da Estacdo Ecoldgica Juréia-ltatins (JES) (A, B e C), Sistema Estuarino Lagunar
de Cananéia-lguape-Peruibe (CAN) (D, E e F) e Complexo Estuarino de Santos-Sdo
Vicente (SSV) (G, H e I). Correlagéo forte (A,D,E,F,G,H e 1) e correlacdo modera (B e
C).

Os resultados das analises do histograma de frequéncia, foram complementares, ndo
sendo observado diferencas significativas na distribuicdo dos neurdnios da populacdo geral
nas classes de PC e PN em nenhuma das regides estuarinas analisadas (figura 11). Em relacéo
a area média dos PCs dos neurdnios da subpopulagdo NADH-dr", percebe-se, que apenas
nos bagres de JES existe a classe 90-120 (um?), o que evidencia os maiores valores de areas
nesses animais (figura 11).Outra analise, que demonstra a maior frequéncia de neurénios com

areas maiores em JES, € que os neur6nios mioentéricos dessa Ultima, ocuparam com mais
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frequéncia a classe 60-90 (um?2) em comparacdo com CAN e SSV, sendo nessas duas Ultimas

encontrado 12,14% e 15,64% , respectivamente menos neurdnios nessa classe.
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Figura 11. Histograma de frequéncia dos perfis celular (PC) e nuclear (PN) dos neurdnios da
populagdo neuronal geral (Giemsa) (A e D), subpopulacdo metabolicamente ativa
(NADH-dr") (B e E) e subpopulacdo nitrergica (NADPH-dr') (C e F) do plexo
mioentérico do intestino de bagres Genidens barbus coletados nas areas de Estacdo
Ecoldgica Jureia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe
(CAN) e Complexo Estuarino de Santos-S&o Vicente (SSV). Nas comparagdes entre as
classes de PN letras diferentes demonstram diferenca significativa pelo teste de One Way
ANOVA (p<0,05).

Porém, os resultados mais expressivos no histograma de frequéncia de PC da
subpopulacdo metabolicamente ativa, concentraram-se em SSV, pois hd o predominio de
neurdnios com areas de PC na classe 0-30 (um?2) (58,67% de todos os neurdnios) e uma menor
frequéncia na classe 30-60 (um?), sendo essa frequéncia 15,83% menor que a de JES e 20,6%
menor que CAN (figura 11). Tais resultados, auxiliam a perceber o predominio de neur6nios
com menores valores de areas em SSV.

Em relagdo ao histograma de frequéncia do PN da subpopulagdo NADH-dr", percebe-
se que em JES, ha a existéncia da classe 45-60 (um?), que apesar de representar apenas 0,25%
dos nucleos de JES, ndo esta presente em CAN e SSV, essa ultima, apresentou 0s menores
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valores médios de PN (figura 11). Porém, os resultados que merecem maior destaque, Ss&o 0
fato de que em SSV, ha maior frequéncia de ndcleos na classe 0-15(um?) (15,89% maior que
JES e 16,89% maior que CAN) ao mesmo tempo, que uma frequéncia menor na classe 15-
30(um?) (12,63% menor que JES e 12,88% menor que CAN) (figura 12).

Os resultados dos histogramas de frequéncia também foram complementares no caso
da subpopulagdo NADPH-dr*. Em relacdo a area do PC 14,28% mais neurdnios foram
classificados na classe de 0-30pm? e 6,92% a menos na classe 60-90 pm? em SSV, quando
comparado com CAN (figura 11). Isso demonstra a maior frequéncia de neurdnios com areas
de PC maiores em CAN, como ja havia sido apontado, anteriormente.

Em relagdo ao histograma de frequéncia dos PN, os resultados deixam explicito a
maior area de PN em CAN na comparacdo com JES, pois na primeira foi encontrada a
frequéncia de nidcleos na classe 0-15pm? 28,07% menor, enquanto nas classes 15-30 pm? e

30-45 pm? a frequéncia foi respectivamente 24,79% e 2,7% maior (figura 11).

3.6 Biomarcadores bioquimicos
Poucas variagdes foram observadas em relacdo aos biomarcadores bioquimicos no
intestino dos bagres das trés regides avaliadas. No caso dos biomarcadores de exposi¢cdo ndo
foi observado diferengas significativas (p<0,05) na atividade da GST e GSH na comparagéo
das trés regides. Porém, no caso da atividade enzimatica da GPx foi observado em CAN o
aumento da atividade em 35,89% em relacdo a JES (p>0,05) (figura 14). J& na comparacdo
JES e SSV, apesar do aumento da atividade da GPx, ndo ocorreu diferencas significativas

(p>0,05), assim como ndo aconteceu na compara¢do 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 exposicdo GSH
(C), GST (D) e GPx (E) do intestino dos bagres Genidens barbus da Estacdo Ecoldgica
Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe (CAN) e
Complexo Estuarino de Santos-Sdo Vicente (SSV). Letras diferentes demonstram
diferenca significativa pelo teste de One Way ANOVA (p<0,05).

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

variacdes significativas nas comparagdes entre 0s intestinos dos animais das trés regides de

estudo (figura 12).

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

ndo ocorreram alteracGes nas enzimas antioxidantes GPx, GST e GSH. Somado a isso, como

ja era esperado por JES ser a area referéncia, observou-se valores de LPO e Danos em DNA

relativamente baixos (figura 13).
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Figura 13. Respostas integradas dos biomarcadores bioquimicos no intestino dos bagres Genidens
barbus da Estacdo Ecologica Juréia-ltatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de
Cananéia-lguape-Peruibe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-Sdo Vicente (SSV).

Diferente do que foi observado em JES, no caso de CAN o IBR evidenciou alteracdes
nos biomarcadores exposicdo e efeito. Em relacdo aos biomarcadores de exposicdo, percebe-
se inibicdo da GST ao mesmo tempo em que ocorre indugdo da atividade da GPx e GSH
(figura 13). No caso dos biomarcadores de efeito, também € possivel 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 area referéncia, indicando auséncia de
estresse oxidativo pela via estudada.

O IBR também evidenciou a inducdo da atividade dos biomarcadores de exposi¢do
(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 inducdo de Danos em DNA (figura 13). A
atividade da LPO no intestino dos bagres de JES apresentou-se levemente maior que nas duas

regides anteriores.
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3.7 Permanova e n-MDS

As andlises multivariadas indicam diferenca significativa (p<0,001) entre as trés
regides de estudo (tabela 7). O grafico plotado a partir da matriz analisada demonstrou a

separacao consideravel entre as trés regides de estudo (JES, CAN e SSV) (figura 14).

Tabela 7. PERMANOVA calculada a partir dos dados dos biomarcadores bioquimicos e
morfolégicos, assim como Andlise multivariada dos bagres das regies da Estagdo
Ecoldgica Juréia-Itatins (JES), Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-
Peruibe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-Séo 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 separacdo das regides na analise n-MDS, ha diferentes variaveis.
Segundo verificado pelo SIMPER, em relagdo as regifes de JES e CAN, os biomarcadores
que mais influenciaram na separacdo das regides, foram as andlises morfoquantitativas da
populacdo neuronal mioentérica geral (Giemsa) a espessura da parede total do intestino e a
inducdo do Dano em DNA e da atividade da GPx. No caso das regifes JES e SSV o0s
biomarcadores, que influenciaram na separacao das regides foram as analises morfométricas
de PC e PN da subpopulacio metabolicamente ativa; a quantidade de caliciformes PAS™; a
espessura da camada muscular; o FC e a atividade da GPx. Por fim, no caso das regides de
CAN e SSV os biomarcadores, que influenciaram na separacdo dessas areas foram a
densidade da populacdo geral de neurbnios mioentéricos (Giemsa) e da subpopulacdo
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. Andlise de n-MDS indicando a separagdo das regiGes avaliadas através de analises
multivariadas (PERMANOVA). Estagdo Ecologica Juréia-ltatins (JES), Sistema
Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-Peruibe (CAN) e Complexo Estuarino de Santos-
S&o Vicente (SSV).

3.8 Analise de Componentes Principais

Dois fatores foram extraidos da matriz original de dados. O fator 1 positivo (F1+)
explicou 59,14% da variancia e mostrou a associacdo da inducdo 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 associacdo da espessura das camadas de
submucosa e musculatura; quantidade de caliciformes PAS™ e AB™; quantidade de IELs; e
area dos PC e PN da populacdo geral de neurbnios mioentéricos e da subpopulacdo
mioentérica metabolicamente ativa (tabela 8) estas relacfes apresentaram valores elevados em

JES e consequentemente reduzidos em SSV.
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Tabela 8. Fatores extraidos nas analises dos bagres Genidens barbus do Complexo Estuarino de
Santos-Sdo Vicente (SSV) (fator 1) e Sistema Estuarino Lagunar de Cananéia-lguape-
Peruibe (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 subpopulagdo nitrérgica (NADPH) 0,434 -0,900
Morfometria Perfil Celular (PC) 0,266 0,963
Morfometria Perfil Nuclear (PN) 0,607 0,794
Relacdo Caliciformes PAS+/E -0,986 0,165
Relacédo Caliciformes AB+/E -0,875 0,482
Relacdo IELS/E -0,961 0,273
Fator de Condicao -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 subpopulacdo NADH-dr 0,467 -0,884
Morfometria Perfil Celular (PC) -0,995 0,094
Morfometria Perfil Nuclear (PN) -0,985 -0,169
Densidade populagéo 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 sdo 0s que mais contribuiram para a diferenca entre as regifes nos fatores 1 e 2.
Valores com sinais diferentes (+/-) na mesma coluna demonstram relagdes antag6nicas entre os itens
analisados.

O fator 2 positivo (F2+) (principalmente em CAN) explicou 40,85% da variancia e
mostrou a associagdo com valores aumentados da area do PC da subpopulacdo NADPH-dr, a
densidade da populacdo geral de neurdnios mioentéricos, o FC, a ocorréncia de Dano em
DNA e a inducdo da atividade da GSH, esta associacdo foi relevante em CAN. O fator
também demonstrou a associacdo com valores reduzidos da densidade das subpopulagdes
mioentérica metabolicamente ativa e nitrérgica, altura das vilosidades e espessura da parede

total intestinal, e inibicdo da atividade da GST (tabela 8).



55

AVA .
vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA unesp

unesp “)ULIO DE MESQUITA FILHO” FQNF B-cre

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

4. DISCUSSAO

No presente trabalho, os pardmetros fisico-quimicos apresentaram-se semelhante nas
trés regibes de coleta, fazendo com que as diferencas encontradas nos biomarcadores
avaliados sejam mais relacionadas com a qualidade ambiental destes estuarios. Em relacdo a
qualidade da agua, as trés regides de estudo apresentaram niveis de OD iguais ou superiores
aos estipulados pela CETESB no IQAC (2020) (ideal 6 mg/L). A regido 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 aguas levemente mais acidas

No caso de JES, o fato de os valores dos metais presentes nos valores guia ndo
ultrapassarem o0s primeiros niveis de contaminacdo reafirma o grau de protecdo existente
nessa regido. Apesar disso, observou-se concentracdes superiores de alguns elementos no
sedimento de JES na comparagdo com as demais regides como, por exemplo, o arsénio (As).
Tal situacéo é devida as diferentes caracteristicas e granulometrias dessas regides estuarinas,
uma vez que JES apresentou as maiores quantidades de sedimentos finos, permitindo a maior
adsorcdo de substancias, como os elementos metalicos (KIM; YANG; KIM, 2020; EKER &
ARI, 2020), a presenca de sedimentos finos também foi um fator relevante em CAN.

Segundo Choueri et al (2009), que sugere critérios locais para concentracdes de metais
na regido de SSV, esta pode ser classificada como moderadamente poluida por niquel (Ni) e
zinco (Zn). Essa classificacdo é apenas possivel, se utilizarmos SQGs especificos para a
localidade, que integram e levam em consideracdo dados fisico-quimicos, ecotoxicoldgicos e
da estrutura da comunidade bentdnica local (CHOUERI et al., 2009). Tais achados sdo
extremamente relevantes, pois sdo complementares as informac@es disponiveis na literatura e
aumentam as informacGes sobre a presenca de metais na regido do Canal de Sdo Vicente,
além de destacar a importdncia da utilizacdo de critérios locais para determinar a
contaminacdo do sedimento nos diferentes pontos.

Porém, esse metais ndo sdo 0s Unicos contaminantes, que podem estar influenciando a
biota local, uma grande diversidade de contaminantes ja foram descritos em diferentes pontos
da (ABESSA et al., 2008; CHOUERI et al., 2009). No caso do Canal de Sdo Vicente, ha a
presenca no sedimento de grande contaminagdo por hidrocarbonetos aromaticos originarios de
esgoto doméstico ndo tratado e da drenagem de antigos aterros sanitarios (CHOUERI et al.,

2009). Também, em diferentes localidades, hd a presenca de solventes aromaticos,
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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 Ultimos com
grandes picos nas épocas de grande concentracdo 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 organicos e industriais. Nesse sentido, a regido de SSV é margeada pela
comunidade da “México 707, que apresenta grande populacdo sem acesso a saneamento
basico e que despeja constantemente efluentes ndo tratados no estuario. O despejo desses
efluentes pode ser desfavordvel 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 regido. Porém, em algumas situacdes 0s organismos podem se beneficiar do
aporte de nutrientes que chega a cadeia trofica, 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
nivel de contaminacdo estipulado pelos SQGs brasileiro (CONAMA 454) e canadense (EC,
2007). No caso especifico do cobre (Cu), a quantidade descrita aproxima-se muito do nivel
TEL estipulado pela legislacdo canadense, onde € provavel a ocorréncia de algum efeito
nocivo sobre a biota. No caso do chumbo (Pb), trabalhos anteriores ja haviam alertado sobre
concentragcfes preocupantes desse elemento, inclusive excedendo as concentracfes do nivel
de efeito limiar (PEL), segundo a legislacdo canadense (TRAMONTE et al., 2016; CRUZ et
al., 2019; PERINA & ABESSA, 2020).

Essas concentracdes, principalmente de chumbo, sdo alarmantes uma vez que CAN
encontra-se em uma area de protecdo, diferente de SSV que é uma area industrial. Sabe-se que
quanto mais fino o sedimento maior € a sua superficie e a troca idnica, facilitando a adsor¢ao
de metais e de matéria organica (KIM; YANG; KIM, 2020; EKER & ARI, 2020). Portanto,
como no caso das duas regiGes antropizadas, CAN apresentou a maior quantidade de
sedimentos finos, fazendo com que o sedimento nessa regido possa ser um maior carreador de
contaminantes, 0 que € preocupante quando abordamos organismos que ficam enterrados, tem

habitos 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, farmacos,
bisfenilos policlorados, cafeina, fenoprofeno, etc, (MATQOS, 2002; SALGADO et al., 2019).
Muitos desses contaminantes tem sua presenca intensificada no ambiente em épocas de
aumento da atividade turistica (PERINA & ABESSA, 2020)

Além da exposicdo aos metais e outros contaminantes por via do sedimento, por serem
animais bentofagicos generalistas, os bagres G.barbus podem ser expostos a essas substancias
por meio da ingestdo de outros organismos com esses materiais bioacumulados ou adsorvidos
em seus tecidos. Esses animais alimentam-se pela predacéo de peixes e invertebrados como
camardes Xiphopenaeus kroyeri (DI BENEDITTO; TAVARES; MONTEIRO, 2018), que
podem bioacumular zinco, cobre e cromo no musculo (NASCIMENTO et al., 2017).

A maior pressao antropica, juntamente com a presenca de contaminantes do ambiente
na dieta influencia na qualidade do alimento, acarretando prejuizos ao crescimento dos peixes
(ADAMS; RYON, 1994; TOLA et al., 2015). Como os animais das trés regides de coleta
estavam no mesmo estagio de maturidade sexual (juvenis), é excluido a possibilidade de que
as diferencas corporais encontradas (p<0,05) sejam devidas a fatores hormonais e ao processo
de envelhecimento, mas sim a diferencas na qualidade e disponibilidade do alimento pela
pressao antropica.

A condicdo corpdrea dos animais das trés regides foi considerada boa, uma vez que
ndo apresentaram sinais de subnutricdo e apresentaram valores elevados de FC (ndo diferiram
significativamente), o que pode ser explicado pela riqueza de nutrientes das regides
estuarinas. De maneira geral, podemos observar que os valores de FC de maneira isolada ndo
refletem o estresse que a contaminacdo causa nos organismos. E isso é devido ao fato de tal
analise ser de natureza mais ecoldgica e pouco precisa, quando se avalia os efeitos da
contaminacdo ambiental (ADAMS; RYON, 1994), uma vez que diferencas expressivas foram
observadas no TGI dos animais das trés regides.

Na comparacdo entre CAN e JES, a espessura da parede intestinal foi um dos fatores
que mais contribuiu para a separacdo das areas na analise MDS, e isso foi devido
principalmente as menores alturas de vilosidades em CAN. Além dessas menores alturas, a
auséncia de vilosidades em diferentes quadrantes ao longo do TGI também foi observada.
Tais alteracbes podem ser devidas a prejuizos no processo de turnover, com o

comprometimento da atividade metabdlica relacionada a atividade de proteinas e sintese de
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DNA e RNA, resultando na diminuigdo da renovacdo celular e na expressdo de proteinas.
Essa diminuicdo na renovacdo celular estd relacionada com a aceleracdo da morte celular,
ativada pelas cascatas apoptoticas (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 alteracdes ocorreram conjuntamente
com a maior ocorréncia de dano em DNA, o que pode explicar os prejuizos na atividade
metabolica, uma vez que os danos em DNA interferem no ciclo celular, pois as proteinas
chekpoint o atrasam, fornecendo tempo para os reparos (BASU, 2018). Quando os danos
ultrapassam a capacidade do reparo, as vias de morte celular sdo ativadas, o que desequilibra
0 processo de renovacao 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 proteinas do sistema antioxidante (GPx e GSH) e da auséncia de
peroxidacdo lipidica, o que demonstra que esses danos ndo sdo consequéncia das respostas
oxidativas, ou também que esse estresse oxidativo ndo esta ocorrendo nas membranas.
Portanto, as quebras de DNA ocorreram como consequéncia da acao eletrolitica dos metais no
nacleo, pois a interacdo de cations metalicos como, por exemplo, cobre e zinco perturbam o
processo de transcricdo e as propriedades estruturais do DNA (CLEVER; SHIONOYA, 2010;
AMRAOUI; MESSAOUDI; HAMMOUTENE, 2020). Alteracdes na estrutura do DNA pode
ocorrer também pela oxidacdo dos ions metalicos na reacdo de Fenton produzindo hidroxilas
altamente reativas, que ndo sdo anuladas de maneira eficiente pelas células eucariéticas
(NOBLANC et al., 2013; YOU et al., 2019)

Apesar das perturbagdes causadas principalmente pelos metais em CAN, ndo foram
encontradas quantidades elevadas de IELs na mucosa intestinal (p>0,05) dos bagres. Tal
resultado junto com a auséncia de alteracdes na espessura da submucosa, demonstra a
auséncia de processos inflamatérios no TGI. A auséncia de inflamagdes deve ser devida a
duas causas, a inducdo na atividade da GPx e GSH e a protecédo fornecida pela camada de
muco intestinal.

A GPx possui papel fundamental na protecdo das membranas contra a peroxidagéo
lipidica, reduzindo os hidroperdxidos de acidos graxos poliensaturados (JABLONSKA et al.,
2015), o que explica os baixos valores de LPO no TGI dos bagres de CAN. Esses baixos
valores de peroxidacdo lipidica também sdo 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 desintoxicacdo e interagdo com as vias de
sinalizacdo, sensiveis ao estado redox (MASELLA et al., 2005). A importancia da GSH pode
ser observada em trabalhos que relataram a sua diminui¢cdo conjuntamente com elevados
valores de LPO (NARRA et al., 2017).

A GSH atua de forma conjunta com a GST na eliminacdo de produtos quimicos e
espécies reativas de oxigénio (ROS), porém além de atuar como um antioxidante (AHMAD,
2006) tem fungdes 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 ja foi descrito em diferentes espécies
de peixes, destacando espécies de regibes estuarinas antropizadas (FONSECA et al., 2011),
ocorrendo 0 aumento da atividade enzimatica com a exposi¢do 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 relacdo antagbnica
entre os niveis 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 as encontradas em JES, podemos propor que a produgdo de muco no
intestino seja semelhante, fazendo com que a inflamacdo juntamente com maiores danos na
mucosa dos bagres de CAN sejam minimizados pelo muco intestinal produzido pelas células
caliciformes, que auxilia na mitigacdo e protecdo contra os efeitos dos contaminantes do
meio.

Entretanto, apesar de o muco ter caracteristicas 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 producdo em excesso de muco pode causar prejuizos
a absorcdo de nutrientes, ou seja, uma producdo de muco semelhante a do intestino dos
animais de JES combinada com a baixa superficie de contato da mucosa, pode prejudicar a
absorcdo de nutrientes por esses animais, 0 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 ndo sendo encontrado diferenca significativa na comparacdo com a area
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referéncia (JES). Sabe-se, que vilosidades com maiores alturas sdo consequéncia de processos
mitéticos mais acelerados (SAMANYA; YAMAUCHI et al., 2002) e esse processo é
responsavel por uma grande proliferacdo celular, que acarreta fusées nas vilosidades, uma vez
gue em alguns casos, esse processo resulta na presenca de aglomerados celulares nos apices
das vilosidades. Trabalhos futuros devem avaliar também a microbiota intestinal, uma vez que
ela pode influenciar em maiores alturas de vilosidades sdo influenciadas pelos
microorganismos intestinais (SAMANYA; YAMAUCHI et al., 2002; GIRGIS et al., 2010).

Assim como em CAN, descartamos o processo inflamatorio no TGI dos bagres de
SSV, apesar das menores quantidades de caliciformes PAS™ e AB* no TGl em comparagio
com JES e CAN (p<0,05), o que mais uma vez demonstra a influéncia da dieta contaminada
sobre a mucosa desses animais. Em relacdo a SSV, resultados semelhantes foram observados
nessa regido, no baiacu Sphoeroides testudineus, o que demonstra que em mais de uma
espécie a citotoxicidade local vem afetando as células caliciformes e a producdo de muco
acido e neutro no TGl (MARINSEK et al., 2018).

Com base nos resultados do IBR e das analises multivariadas, a menor producdo de
muco no TGI dos bagres de SSV foi acompanhada de maiores valores de peroxidacéo lipidica
(LPO) e inducdo da atividade da GST e GPx. Tais resultados apontam para o dano oxidativo
no intestino desses animais pela exposicdo aos contaminantes disponiveis. Nesse sentido,
apesar da grande diversidade de contaminantes na regido, a presenca do zinco (Zn) merece
destaque, pois apesar de ser um elemento essencial, que atua como cofator de reacdes
enzimaticas e com funcbes de protecdo a apoptose e estresse oxidativo, em altas
concentrages € facilmente sequestrado pelo muco intestinal, causando aumento da toxicidade
e geragdo de ROS (WOO et al., 2009; LORO et al., 2012).

As concentracdes de niquel (Ni) também podem contribuir para esse processo de dano
oxidativo, ja que esse elemento pode se acumular-se no intestino e na bile pelo consumo de
agua. Tal elemento, possui efeito pré-oxidante conhecido, podendo aumentar a producdo de
ROS e inibir as respostas antioxidantes, suprimindo enzimas e diminuindo a eliminagdo nédo
enzimética de ROS, criando complexos de niquel com capacidade diminuida de eliminagdo
(Ni-glutationa) (BLEWETT; WOOD, 2014)

Portanto, tais metais assim como outros contaminantes disponiveis no ambiente devem
estar produzindo quantidades elevadas de ROS, por meio das vias de NADPH oxidase e

reacdo de Fenton, estimulando a atividade principalmente da GPx, GST e GSH.
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No caso da GST a eliminag&o de compostos reativos ocorre formando conjugados com
a glutationa, que séo eliminados como acido mercapturico, e 0 aumento de sua atividade é
relacionado a presenca de contaminantes organicos (AHMAD, 2006), o que faz sentido uma
vez que, trabalhos descreveram em pontos da regido de SSV a presenca de solventes
aromaticos, 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 eliminacdo de compostos
xenobioticos por meio da conjugacdo 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 atribuido também ao aumento na biotrasformacdo de fase Il de metabolizacdo dos
xenobidticos. Contudo, apesar de ndo haver a presenca de valores elevados de danos em
DNA, os valores elevados de LPO (peroxidacdo lipidica) demonstram que as defesas
antioxidantes ndo estdo conseguindo combater de forma totalmente efetiva as ROS produzidas
pela contaminagdo nos organismos coletados nesta area.

Os resultados da PCA demonstram uma relacdo antagdnica entre a quantidade de
caliciformes PAS" e AB" e os niveis de LPO e GPx. Essa relacdo ¢é devida ao fato, de que com
a menor camada de muco, a mucosa encontra-se mais vulneravel aos efeitos dos
contaminantes do meio, o que favorece a peroxidacao lipidica induzindo a atividade da GPx
como tentativa de combater os peroxidos de hidrogénio e as ROS. A diminuicdo da camada
de muco, principalmente das células PAS®, que produzem o muco neutro mais Viscoso,
permite que a mucosa esteja também vulneravel a auto-digestdo pelas enzimas intestinais; ao
atrito pela passagem do alimento; favorece o contato de bactérias com o epitélio intestinal e
prejudica a nutricdo da microbiota (TREVIZAN et al., 2016).

Somado a isso, a diminuicdo da secrecio acida das caliciformes AB* aumenta o tempo
de retencdo no alimento no intestino (TREVIZAN et al., 2016), o que pode acarretar um
maior tempo de exposicéo da barreira intestinal aos contaminantes, favorecendo a exposicao
das células da mucosa aos peroxidos de hidrogénio, que causam a peroxidacao lipidica.

A rede neuronal mioentérica apresentou a mesma morfologia nos bagres das trés areas
de estudo, formando uma rede extremamente difusa e constituida por diferentes corddes
nervosos (primario, secundario e terciario) (FURNESS, 2006), com auséncia de ganglios e/ou

agrupamentos neuronais, diferindo de outras descrigcdes para peixes (BURNSTOCK, 1959;
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SOUZA et al., 1982; OLSSON, 2009; MARINSEK et al., 2018; CECCOTTI et al., 2018;
GONGALVES et al., 2020).

Ap0s a avaliacdo da rede neuronal, observou-se que a contaminacdo ambiental nas
duas regides antropizadas, ndo interferiu na estrutura da rede neuronal. A desestruturacdo da
rede e dos agrupamentos neuronais mioentéricos foi observado em roedores expostos a
medicamentos e em peixes em trabalhos de biomonitoramento de &reas antropizadas
(KURNIK et al., 2015; MARINSEK et al., 2018; GONGCALVES et al., 2020). Porém,
diferencas morfoquantitativas nos neurdnios mioentéricos em CAN e SSV, foram observadas.

As diferengcas morfoquantitativas sédo devidas a maiores ou menores valores na
quantidade de neurbnios, uma vez que nao houve interferéncia de alteracGes na area intestinal.
Portanto, como ndo ocorreram diferencas em relacdo a subpopulacao nitrérgica, 0s maiores
valores de densidade da populacdo geral em CAN em comparacdo com JES devem ser
devidos a perdas de neurdnios colinérgicos e/ou das subpopula¢cdes menos abundantes.

Os maiores valores das areas medias de PC e PN da subpopulagdo nitrérgica em CAN
demonstram o aumento na expressao de NO como forma de protegdo contra 0s contaminantes
do meio, o que explica a manutencdo da densidade dessa subpopulacdo em valores
semelhantes aos observados em JES. No caso do PN o histograma de frequéncia deixa claro o
predominio de nlcleos com &rea entre 15-30 pm? em CAN, diferindo de JES que ndo tem
essa classe como a mais abundante. Essa situacdo foi descrita de maneira semelhante em
roedores expostos ao pesticida 2,4d, onde os animais apresentaram aumento das areas
neuronais (CORREA et al., 2011; PEREIRA et al., 2013) como consequéncia do aumento da
expressao de NO, que ocorreu como forma de resisténcia neuronal.

Contudo, o aumento demasiado da expressio de NO pode levar 0s neurdnios
mioentéricos a morte, pois em concentracdes excessivas como no caso de neuroinflamacdes,
essa molécula inicia o processo de morte pela estimulacdo das vias de capazes, liberacdo do
glutamato, suspensdo da respiracdo mitocondrial, danos no sistema de reparo, deplecdo das
quantidades de ATP, interrupcdo do gradiente de ions, ruptura da membrana plasmatica,
danos no DNA, etc (BAL-PRINCE; BROW, 2001; CONSTESTABILE et al., 2003; GAO et
al., 2008). Como ndo foi observado diminuicdo da densidade neuronal, os neurbnios
nitrérgicos dos bagres de CAN devem estar elevando sua atividade e expressdo de NO até

niveis seguros para a neurodegeneracao.
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Somado a esse aumento na expressdo de NO, os maiores valores de densidade da
populacdo geral no plexo mioentérico de CAN poderiam indicar uma tentativa de expulsdo
dos contaminantes, com especial destaque para 0s metais atraves da hiperexpressdo da
acetilcolina (JONES; BLIKSLAGER, 2002), além da atuacdo de subpopulacdes menos
abundantes que expressam moléculas com caracteristicas neuroprotetoras, tais como,
polipeptideo intestinal vasoativo (VIP), galanina, substancia P e peptideo de transcri¢do
regulado por cacaina e anfetamina (CART) (SOUZA MELO et al., 2017; SZYMANSKA;
GONKOWSKI, 2018; SZYMANSKA; MAKOWSKA; GONKOWSKI, 2018).

Os resultados mofoquantitativos evidenciam diminuigdo de neurdnios com atividade
metabdlica ativa do plexo em CAN na comparagdo com JES. Sabe-se que o chumbo (um dos
metais com altas concentracfes em CAN) afeta o crescimento axonial e reduz a atividade
neuronal (ZHU et al.,, 2016; GREEN; PLANCHART, 2017). Portanto, com base no seu
potencial plastico esses neurdnios diminuiram sua atividade metabdlica e/ou expressao da
proteina NADH-dr, e como consequéncia sua area de PC, frente a uma situagdo adversa como
a contaminagdo crénica por metais. Essa menor area do PC no plexo dos animais de CAN foi
extremamente expressiva, tendo sido um dos fatores que mais contribuiu para a separacdo de
CAN e JES na analise MDS.

Os resultados da PCA dos animais coletados em CAN demonstram uma relagao
antagobnica entre 0 dano em DNA e a densidade da subpopulagdo metabolicamente ativa. A
técnica de NADH-dr" evidencia os neurdnios com elevada atividade metabdlica, incluindo os
colinérgicos, que sdo mais sensiveis aos efeitos da contaminacdo, e, portanto, 0s que mais
podem estar sendo afetados por esse processo.

Em resumo, menores valores de area de PC foram observados na subpopulacéo
NADH-dr", indicando uma atividade metabolica menor em CAN do que no plexo de JES.
Portanto, se sugere que os metais presentes em CAN afetam o metabolismo mitocondrial
levando a diminuicdo da atividade metabdlica e prejudicando crescimento neuronal, como foi
sugerido em casos com exposi¢do a micotoxina desoxivalenol (RISSATO et al., 2020). Por
consequéncia, a evidenciagdo de neurbnios metabolicamente mais ativos € menor do que no
plexo dos bagres de JES. O fato de ndo haver a classe 90-120um? e a menor frequéncia da
classe 60-90 um? em CAN na comparacdo com JES embasa o argumento da diminuicio da

area neuronal como consequéncia da diminuicdo da atividade metabolica.
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J4 0 plexo dos bagres de SSV nio apresentou diferencas na densidade neuronal/mm? e
na &rea média dos PC e PN na subpopulagdo nitrérgica em relagdo ao plexo dos animais de
JES. Desta forma, podemos afirmar que o ambiente ndo tem causado estresse elevado aos
neurdnios mioentéricos nitrérgicos dos bagres de SSV, fazendo com que mantenham sua
atividade metabdlica e tamanho semelhante aos da area referéncia.

Todavia, esse resultado ndo exclui que outras subpopulacfes estejam afetadas pela
dieta contaminada no lumen intestinal, pois como apresentado anteriormente, a musculatura
do TGI desses animais encontra-se atrofiada. Sabe-se que peixes de regides intensamente
antropizadas apresentaram atrofia da musculatura intestinal como uma consequéncia da perda
do equilibrio entre as duas principais subpopula¢fes neuronais (colinérgica e nitrérgica)
(MARINSEK et al., 2018). Os resultados da PCA indicam uma relacdo antagonica entre a
espessura da camada muscular e os niveis de LPO, demonstrando a influéncia da peroxidagédo
lipidica sobre os neurénios mioentéricos e consequentemente, sobre no ténus muscular do
TGI.

Assim como em CAN, em SSV os maiores valores de densidade na populacdo geral
podem ser decorrentes da atuacdo dos neurdnios colinérgicos e das subpopulacdes menos
abundantes com carateristicas neuroprotetoras. Contudo, devido ao fato de os neurénios
colinérgicos serem mais sensiveis aos efeitos da contaminacdo (MARINSEK et al., 2018)
sugerimos que é mais provavel que esse aumento, que foi acompanhado da maior densidade
da subpopulacdo metabolicamente ativa seja em consequéncia da atuacdo dessas
subpopulacBes neuronais menos abundantes, como ja foi demonstrado em trabalhos com
fluoreto e bisfenol (SOUZA MELO et al., 2014; SZYMANSKA; GONKOWSKI, 2018;
SZYMANSKA; MAKOWSKA; GONKOWSKI, 2018).

Tal situacdo explicaria também a atrofia da musculatura, ja que dentro do grupo dessas
subpopulacBes com caracteristicas neuroprotetoras, ha o VIP que possui intima relacdo com a
subpopulacdo 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 populacdo geral foram acompanhados da diminui¢do do metabolismo do plexo mioentérico
em SSV. Porém, em SSV a densidade neuronal/mm? da subpopulagdo metabolicamente ativa

foi maior que a observada em JES, fazendo com que esse menor metabolismo do plexo seja
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demonstrado pelo predominio de neurdnios com &reas menores, como fica evidente com a
hegemonia da classe de 0-30pm?®no PC e 0-15 pm?no PN em SSV.

O aumento do metabolismo neuronal leva a maior producdo de ROS
(THRASIVOULOU et al., 2006), que em desequilibrio com os antioxidantes acarreta no
estresse oxidativo, como um efeito secundario da contaminagdo (HADDAD, 2004;
BONGIOVANNI et al., 2007; VENKATARAMAN et al., 2007; BAVITHRA et al., 2013).
Portanto, € possivel que neurénios das diferentes subpopulacfes, com maiores areas, estejam
ficando inativos e/ou com baixo metabolismo por perturbacdes em sua maquinaria causadas
pelas ROS, o que permite apenas a marcacdo de neurbnios com menores areas pela técnica de
NADH-dr. Essa inativacdo neuronal ou reducdo metabdlica pode estar sendo influenciada
como estratégia neuroprotetora, por exemplo, contra os elevados valores de Zn e Ni presentes
no ponto de coleta em SSV, jA& que ambos tém atividades pré-oxidantes elevando a
concentracdo ROS (WOO et al., 2009; LORO et al., 2012; BLEWETT, WOOD, 2014).

As alteragdes morfométricas na subpopulacdo metabolicamente ativa foram um dos
fatores que contribuiram para a separagdo de SSV e JES na anélise MDS. Essa diminui¢do do
metabolismo das diferentes subpopulacdes neuronais explica a relacdo antagdnica entre as
areas dos PC e PN da subpopulacdo metabolicamente ativa e os niveis de LPO na anélise
PERMANOVA. Pois 0s neurbnios mioentéricos como forma de diminuir os efeitos da
peroxidacdo lipidica causada pelo desequilibrio 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 diminuicdo da atividade metabolica do plexo, porém tal diminuicdo
parece ter sido mais bem compensada em SSV. Essa diferenca deve ser devida a interagdes
diferentes dos neurdnios mioentéricos com 0s contaminantes, pois como comentado
anteriormente em CAN a acdo dos contaminantes se deu por uma via direta com o DNA,
enquanto em SSV se deu como consequéncia do estresse oxidativo causado pelas ROS, que
sdo combatidas pelos neurotransmissores com caracteristicas neuroprotetoras. Além disso, em
CAN e em SSV foi demonstrado a maior resisténcia da subpopulagdo nitrergica frente aos
contaminantes disponiveis no meio.

A longo prazo a diminuicdo no metabolismo pode causar problemas para o
funcionamento do TGI, pois sabe-se que conforme os organismos envelhecem o intestino

aumenta sua area assim como 0s neur6nios entéricos em um processo natural de hipertrofia.
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Porém, o tamanho da area neuronal esta ligado a &rea de inervacao dos neurdnios entéricos, e
como os intestinos dos bagres de CAN, SSV e JES apresentaram &reas semelhantes e 0s
neurdnios metabolicamente ativos de CAN e SSV apresentaram areas de PC menores, por
consequéncia a sua area de inervacdo tambem é menor. Essas menores areas celulares podem
dificultar o controle dos alvos de inervagdo no TGI, principalmente em CAN, que apresentou
menor densidade neuronal/mm? nessa subpopulagdo. Tal situagdo foi sugerida em roedores
que apresentaram menores areas neuronais apos a exposicao a micotoxinas (SOUSA et al.,
2011).

Além disso, como em ambos 0s casos a expressao de NO tem se mantido elevada ou
semelhante a da é&rea referéncia, a diminuicdo da atividade metabdlica deve ser
predominantemente de neurdnios colinérgicos, o que pode desregular o funcionamento do
TGI dos bagres das areas antropizadas, acarretando distarbios intestinais, que prejudicam a
nutricio (SOUZA MELO et al.,, 2014). Esse processo também pode afetar processos
comportamentais basicos, como consequéncia da intima relagdo 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. CONCLUSAO

As trés regides estuarinas apresentaram diferentes qualidades ambientais, o que se
refletiu nas alteragdes 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 contaminacdo por metais. As alteracdes
observadas nas duas regiGes antropizadas aconteceram, devido a diferentes influencias da
contaminagdo ambiental sobre a barreira. Em CAN as alteragdes observadas ocorreram como
consequéncia da interacdo dos metais disponiveis no ambiente com o material genético por
via direta, o que foi demonstrado pela grande quantidade de Dano em DNA. Ja em SSV, as
alteracdes observadas ocorreram como forma de combater o estresse oxidativo gerado pela
grande diversidade de contaminantes disponiveis nessa regido. Em ambos os casos, a presenca
das substancias quimicas no ambiente afetou 0 metabolismo do plexo mioentérico, porém em
SSV, tal diminuicdo foi mais compensada como consequéncia dessa diferente interacdo dos

neurdnios mioentéricos com 0s contaminantes.
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