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Resumo

Os niveis de contaminagcdo em varios estuarios europeus ameacam a
biodiversidade natural. Compostos tais como estrogénios e/ou mimetizadores de
estrogénios podem causar graves perturbacfes enddcrinas em varios organismos,
nomeadamente em peixes e invertebrados. Contudo, a investigacdo sobre o0s niveis
destes compostos em estuarios portugueses é escassa. No estuario do rio Minho séo
poucos o0s estudos que realgam a importancia dos disruptores enddcrinos no entanto, 0s
estudos publicados denotam a presenca de poluentes como os disruptores enddcrinos
xenoestrogénicos (EDCs). Atendendo a necessidade da confirmar a presenca de alguns
EDCs neste estuario, este estudo teve como principais objetivos: (1) a quantificacao dos
niveis de EDCs, incluindo estrogénios naturais (E2) e sintéticos (EE2) e compostos
industriais (BPA); (2) a verificagdo de possiveis flutua¢cdes sazonais nas concentracdes
de EDCs; (4) a verificacdo de uma possivel variacdo da concentragcdo dos EDCs em
estudo consoante gradientes salinidade. Para tal, este estuario foi amostrado a cada 3
meses em 3 locais ao longo do gradiente de salinidade, durante um ciclo anual. Para a
obtencéo de valores comparativos referentes a locais contaminados, foram amostrados
os estuarios do Ave e Mondego, em duas épocas do ano (primavera e inverno). Para a
guantificacdo dos niveis de EDCs foram utilizados imunoensaios ELISA. Apesar das
concentracdes observadas serem inferiores no Minho do que nos outros dois estuérios
utilizados como comparagdo, a contaminagcdo deste estuario parece ser efetuada de
forma continua, pois ndo se observaram diferencas sazonais. Neste trabalho discute-se

ainda a situacao dos estuérios do Ave e Mondego.

Palavra-chave: estuario do rio Minho, Compostos Disruptores Endécrinos (CDES),

hormonas naturais e sintéticas, fenois, ELISA.
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Abstract

The contamination levels of several European estuaries threaten their natural
biodiversity. Compounds such as estrogens or estrogen mimics can cause Sserious
endocrine disruption in fish and invertebrates but have been poorly investigated in
Portuguese estuaries. In the estuary of the River Minho are few studies that highlight the
importance of endocrine disruptors. However, published studies show that the presence of
pollutants such as endocrine disruptors or xenoestrogens (EDCs). Given the need to
confirm the presence of some EDCs in this estuary, this study had three main objectives:
(1) quantifying the levels of EDCs, including natural estrogen (E2) and synthetic (EE2)
and industrial compounds (BPA), (2) investigate possible seasonal fluctuations in the
concentrations of EDCs and (3) checking for a possible variation of the concentration of
EDCs in consonant study salinity gradients. For that, this estuary was sampled every 3
months in 3 sites along the salinity gradient during one annual cycle, and the estuaries of
Ave and Mondego were sampled in 2 seasons (spring and winter) to obtain comparative
information for polluted areas. ELISA Immunoassays were applied to quantify EDCs
concentration levels. Despite the observed concentrations are lower in Minho than in the
other two estuaries used as comparison, the contamination of the estuary appears to be
performed continuously since seasonal differences were not observed. This work is still

discussing the situation of the Ave and Mondego estuaries.

Keywords: Minho estuary, Endocrine Disrupting Compounds (EDCs), natural and
synthetic hormones, phenols, ELISA.
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Capitulo 1 — Introducao Geral

1.1. Contextualizagéao

A presenca de compostos antropogénicos nos ecossistemas aquaticos induz
alteracBes nas propriedades fisicas e quimicas da agua afetando assim, a longo prazo, a
gualidade de vida das espécies que dela sdo dependentes. Entre os diversos poluentes
existem varios compostos xenobidticos. Estes, sdo substancias quimicas exdégenas aos
organismos vivos, de origem natural e/ou sintética. Os xenobidticos séo designados por
xenoestrogénios se mimetizam a agdo dos estrogénios e anti-estrogénios e como tal
interagem com o sistema enddcrino. Uma vez introduzidos no ambiente e absorvidos
pelos seres vivos, provocam alterag6es no normal funcionamento do sistema enddécrino,
pois afetam a producéo, libertacdo e acdo de hormonas naturais, ou seja, provocam
disrupcdo enddcrina. Por este motivo sdo conhecidos como Compostos Disruptores
Endocrinos (EDCs).

Os diversos estudos desenvolvidos no ambito da disrup¢éo endécrina em meio
aquatico deram a conhecer exemplos de EDCs e alguns dos seus efeitos. De entre os
resultados obtidos sabe-se que em diversos animais vertebrados e invertebrados estes
compostos estdo associados a caso de producao de vitelogenina (VTG) e feminizacéo de
machos, de masculinizagdo de fémeas (imposex), de “intersex” e de hermafroditismo. Os
efeitos nefastos podem atingir inclusivamente o préprio Homem: no ser humano a
presenca de EDCs est4d associada a reducdo da producdo de espermatozoides e
consequente diminuicdo de fertilidade. Estes compostos, tém por isso preocupado e
despertado a curiosidade da populagcdo em geral e da comunidade cientifica em
particular. Contudo, a informacédo disponivel sobre a situacdo em meio natural é ainda

escassa.

E no ambito da disrupgdo endocrina que o presente trabalho se desenvolve,
sendo este parte integrante de um projeto, financiado pela FCT, intitulado INPACTAR —
Efeitos a longo prazo da intersexualidade e outros impactos em populacbes de
Echinogammarus marinus (PTDC/MAR/11537/2009). Neste projeto foram selecionados
trés estuarios e nestes predefinidos trés pontos de amostragem nos quais a abundéancia
de E. marinus é conhecida e monitorizada. A associacdo deste trabalho ao projeto
INPACTAR vem promover a futura correlacdo entre a dindmica populacional e os niveis
de intersexualidade nas populac6es de E. marinus e os niveis reais de EDCs observados

nos estudarios.



1.2. Importancia do estudo

A introducdo em ambiente aquatico de uma vasta gama de compostos quimicos,
que perturbam o natural desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia das espécies, é
uma realidade que merece especial atencao e um conhecimento detalhado. De forma a
auxiliar no desenvolvimento e implementacdo de medidas de monitorizacdo, assim como
na regularizacdo dos niveis destes compostos quimicos, o presente trabalho visa fornecer
informagbes acerca da presenca de EDCs no estuario do rio Minho, situado a Norte do
territério portugués. Na eventual presenca destes compostos, os resultados obtidos

poderdo servir como referéncia futura.

Os EDCs englobam uma vasta gama de compostos que nao sé sao promotores
de poluicdo ambiental, como também sdo impulsionadores de efeitos nefastos nas

espécies passiveis de estar em contacto (direto/indireto) com 0os mesmos.

Dos estudos realizados em territorio nacional e de acordo com a literatura
cientifica, sabe-se que alguns estuarios nacionais apresentam niveis consideraveis de
EDCs, ndo sé aqueles que serao referidos adiante mas também outros, tanto ou mais
importantes, que aqui ndo sao referidos. Alguns destes resultados serdo referidos ao
longo do trabalho ndo sé como forma de divulgacdo dos mesmos, mas também como

forma de referéncia comparativa com outros resultados.

7

Dado que a tematica da disrupcdo endocrina € uma é&rea de investigagéo
emergente, a realizacdo deste trabalho académico poderd apresentar-se como uma
mais-valia futura, ndo s6 por tratar a identificagdo de EDCs, mas também por poder dar
um contributo importante quanto a dados estatisticos referentes a sua presenga no
ambiente. A importancia deste estudo foca-se também no facto de ser realizado no
estuario do rio Minho, uma éarea de menor impacto de atividades antropogénicas
relativamente a outros estudrios nacionais que sdo hoje considerados como sendo

poluidos.

1.2.1. Objetivo

Atendendo ao ambito no qual se insere este trabalho académico, bem como os
requisitos de cientificidade subjacentes a sua realizagdo, o presente estudo teve como
objetivo principal a quantificacdo de Compostos Disruptores Endécrinos (EDCs) no
estuario do rio Minho e comparacédo dos niveis detetados com os observados noutros

estuarios nacionais considerados “poluidos”, o Ave e Mondego.



Tendo em consideracdo as caracteristicas do estuario, os objetivos gerais

pretendidos para este trabalho e que justificam a realizacdo do mesmo sao:

1. Identificar a eventual presenca de alguns EDCs, prioritarios para este
estudo, no estuario do rio Minho;

2. Verificar se existem flutuacdes sazonais nas concentracdes, isto é, se em
alguma época do ano os riscos associados a presenca de EDCs séo
mais elevados;

3. Verificar se, ao longo do gradiente de salinidade, existem possiveis

variacfes nas concentracdes de EDCs.

Com a concretizacdo dos objetivos apresentados, o presente estudo podera
servir de referéncia para estudos posteriores, quer em novos projetos nNos mesmos
estuarios, quer em estuarios e locais diferentes. Estes resultados poderdo também servir
de referéncia para auxiliar na monitorizagdo, nomeadamente na implementacdo de
medidas de prevengdo quanto ao tratamento dos efluentes cujo destino final seja os

ecossistemas aquaticos.

1.3. Organizacao da dissertacao

O presente trabalho teve como propésito de investigacdo a detecdo de EDCs,
isto é, compostos que afetam o normal funcionamento do sistema endécrino. A
organizacao tedrica neste contexto é apresentada em cinco capitulos que descrevem

todo o trabalho desenvolvido.

Capitulo 1 — Introducdo geral: pequena introducdo ao tema de trabalho e

apresentacdo dos objetivos esperados na execucédo desta dissertacdo.

Capitulo 2 — Engquadramento tedrico: descricdo dos principais conceitos

enquadrados na temética da contaminacdo ambiental. Aqui, é dado um maior destaque a
contaminacdo aquatica e a descricdo dos principais compostos disruptores enddocrinos

em estudo.

Capitulo 3 — Materiais e Métodos: descricdo detalhada do estuario em estudo e

apresentacdo dos estuarios selecionados para a comparacdo, incluindo os pontos de
amostragem e parametros fisico-quimicos analisados. Também é feita a apresentacao
das etapas do trabalho de campo e componente laboratorial, assim como descricdo das

metodologias adaptadas a execucdo dos objetivos deste projeto.



Capitulo 4 — Andlise e discussdo dos resultados: Apresentacdo dos resultados

obtidos e andlise dos mesmos. Discussdo critica geral dos resultados, seguindo os

objetivos delineados para o presente estudo.

Capitulo 5 — Concluséo: Apresentagdo de perspetivas futuras.




Capitulo 2 — Enquadramento teérico

2.1. Contaminacao ambiental

As comunidades biol6gicas encontram-se em constante equilibrio dindmico no
ecossistema onde se inserem. O numero e tipo de espécies, 0 seu desenvolvimento e
permanéncia nos diversos biomas sdo geridos consoante 0S recursos naturais
disponiveis. A adaptacdo ao meio ambiente de forma autossustentavel permite que os
recursos naturais permanecam, de certa forma, equilibrados estando o seu equilibrio em

causa quando os ecossistemas sao sujeitos a fenébmenos naturais como intempéries.

O Homem, ao contrario das diversas espécies, desenvolveu a capacidade de
reunir de forma ativa 0s recursos necessarios a sua subsisténcia. Com o crescimento
exponencial das populagées e com o aumento do consumo supérfluo extra-subsisténcia,
a harmonia na natureza entre as diversas comunidades biol6gicas e das mesmas com o
meio ambiente é afetada. O “equilibrio ecolégico” é entdo quebrado pelas exigéncias do
ser humano, originando o desequilibrio entre as comunidades biol6gicas e o0s
ecossistemas, designado por “impacto ambiental’. Os impactos ambientais sdo entdo
gerados quando ocorrem alteragBes nas condic¢des fisico-quimicas e biolégicas do meio
ambiente decorrentes da agcdo humana. A Revolugéo Industrial foi sem ddvida o ponto de
viragem no equilibrio natural ambiental, pois proporcionou a quebra da relagdo entre o
meio ambiente e o Homem. As sociedades de consumo desde entdo estimulam e
promovem grandes mudancgas nos ecossistemas do nosso planeta (Martins, 2004). Com
o desenvolvimento das civilizagdes verificou-se a modificagdo das paisagens naturais, a
contaminacdo da pureza do ar e, aos poucos, as margens dos ecossistemas aquaticos
foram sendo ocupadas por campos agricolas e vias de transporte, para além das

estruturas erguidas para satisfazer as necessidades secundarias do ser humano.

Quando o satisfazer das necessidades humanas promove 0 esgotamento
ambiental e os desequilibrios criados afetam a qualidade de vida do Homem surge,
entdo, a preocupacgéo de manter o bom funcionamento dos ecossistemas, de forma a néo
se perder o nivel de conforto atingido. Com esta realidade, urge a necessidade de
implementar medidas de monitorizacdo que promovam a protecdo, conservacao,

recuperacao e racionalizacdo da utilizacdo dos recursos naturais.

Nos ultimos anos, varios foram os estudos e diversas as organizacdes
governamentais que divulgaram o aumento da poluicdo e a consequente destruicdo dos
ecossistemas (USEPA,1997; WHO, 2002; Boxall, 2012). Dada a importancia que os



diferentes ecossistemas apresentam, ndo sé para biodiversidade, como também para a
sobrevivéncia do ser humano, € urgente que se promova o conhecimento e se sensibilize
a populacéo para os efeitos nefastos da contaminagdo ambiental criada pelo proprio ser
humano.

2.2. Contaminacdo dos ecossistemas aquaticos

“A agua é o principio de todas as coisas”

Tales de Mileto

A agua € um recurso natural limitado que, sendo um bem essencial para a
sobrevivéncia das espécies, deve estar disponivel: a sua quantidade e qualidade devem
ser preservadas para bem das espécies que dela dependem. A dgua tem a capacidade
de dissolver diversas substancias que, hum conjunto final, terdo grande importancia na
composi¢do quimica da mesma. A dissolugdo e a solubilidade de cada substéncia estéo
vinculadas aos parametros fisico-quimicos inerentes ao meio. A temperatura, a
percentagem e concentracdo de oxigénio dissolvido, o pH e a salinidade do meio s&o
alguns dos indicadores numéricos utilizados pelas entidades controladoras para aferir a

tipologia e qualidade da agua de determinado meio.

Os ecossistemas aquaticos, que abrangem ecossistemas de agua doce (rios,
ribeiras, estuarios, lagos e lagoas), incluindo as aguas subterraneas, e ecossistemas
marinhos (oceanos e mares), sdo amplamente utilizados pelo ser humano e em muitos
dos casos de forma excessiva, ndo havendo uma percecdo dos desequilibrios que esta
utilizacdo pode causar a longo prazo. Estes ecossistemas sdo o destino final para muitas

das substéncias (naturais ou sintéticas) de origem antropogénica.

Os estuéarios séo ecossistemas complexos e dindmicos, de grande variacdo
temporal e espacial, que englobam diferentes habitats permitindo a coexisténcia de
diversos habitats (Meire et al., 2005). Podem ser classificados segundo a sua topografia,
morfologia, estrutura e estratificacdo salina (Little, 2000). Embora ndo exista uma
definicdo universal do termo, uma das definicbes mais simples é apresentada por
Pritchard no ano de 1967 (Pritchard, 1967), onde o autor definiu um ecossistema
estuarino como sendo: “um corpo de agua semifechado que tem uma conexao livie com

o mar, dentro do qual a massa de agua de origem marinha se dilui de forma mensuravel



com a agua doce proveniente da drenagem continental”. Embora mais simples, esta
definicdo, apresenta algumas limitagdes e ndo engloba o conceito como um todo uma vez
que exclui diversos estuarios, nomeadamente os estuarios hipersalinos e aqueles que
ficam separados das zonas marinhas em épocas de seca (Lyra, 2007). Muitos sdo o0s
autores que ao longo do tempo contribuiram para a definicdo do conceito de estuario. De
forma mais resumida e comummente utilizada, o ambiente estuarino pode ser definido
como sendo um corpo de agua costeiro, semifechado e geomorfologicamente dinamico,
gque engloba uma transicao entre o rio 0 e mar, na qual a agua salgada se dilui com a
agua doce por intermédio da dinamica existente no local. Abrange uma grande
gquantidade de comunidades biolégicas, cuja diversidade se deve, em parte, as variacdes
de salinidade, movimentos de agua e turbidez, que provocam stress (fisioldgico e fisico)
nas espécies. E considerado como sendo dos biomas mais produtivos, e sustém
importantes fungfes dos ecossistemas, nomeadamente os ciclos biogeoquimicos, o fluxo
de nutrientes, a manutencdo da produtividade e a producgdo biolégica, assim como a
mitigacdo de inundagbes (Hibma et al., 2004; Meire et al., 2005; Maia-Mendes, 2007,
Sousa et al., 2008; Costa-Dias et al., 2010a).

Embora estes ecossistemas sejam de extrema importancia, a pressao antropica
sobre eles exercida tem incrementado ao longo dos ultimos anos (Costa-Dias et al.,
2010b). Na evolucao das civilizagbes, a facilidade de transporte e a necessidade de obter
alimento, nas condi¢des entdo favorecidas, possibilitou a criagdo e o desenvolvimento de
atividades agricolas e piscicolas e, posteriormente, e em forma de consequéncia, a
criacdo do comércio e da industria. Com as facilidades de acesso, é notavel, até aos dias
de hoje, o elevado nivel de ocupacdo antropica, havendo como agravante a continua

degradacédo dos ecossistemas envolventes.

A poluicdo das aguas € um problema ambiental global e ndo atual. Desde os
primérdios da existéncia humana, diversas foram as atividades antropicas que
contribuiram para a degradacdo ambiental. Na sua evolucdo, a exploracao mineira e a
revolucdo industrial foram dois marcos importantes para a sua inducdo, tendo em conta
que os primeiros relatos de poluigcdo provém da presenca dos produtos resultantes destas
atividades (Martins, 2004; Plant et al.,, 2005; Burkhardt-Holm, 2010). A poluicdo das
adguas muitas das vezes provém do escoamento dos rios que podem ser afetados por
descargas de esgotos industriais, hospitalares e domésticos e escoamento de solos

agricolas.

Hoje, o ser humano depara-se com a necessidade de estudar o impacto que as

suas acdes promoveram sobre os ecossistemas, de modo a promover a descoberta,



monitoriza¢do e recuperacdo dos ecossistemas e habitats afetados pelas exigéncias que

o préprio Homem lhe impde.

2.3. Contaminantes ambientais

O desenvolvimento industrial e agricola, associado ao excessivo consumismo,
conduziu a falta de saude ambiental atual dos ecossistemas. Muitas das substancias ou
compostos que hoje surgem nos ecossistemas naturais resultam da melhoria da
gualidade de vida por parte do ser humano ao longo do seu processo de adaptacéao. Para
além da ja conhecida utilizacdo dos metais pesados e plasticos pelo Homem (pés
revolucdo industrial), a continua utilizacdo dos mais diversos compostos quimicos
desenvolvidos pelo Homem (tintas, farmacos, produtos de limpeza, entre outros) levou ao
agravamento dos niveis de poluicdo. Levou igualmente a que 0S mesmos se
acumulassem e persistissem no ambiente, arrecadando efeitos nefastos ndo sé para o
ambiente envolvente, como também para a sobrevivéncia da biodiversidade natural e

qualidade da saude do ser humano.

2.3.1. Compostos Disruptores Endocrinos, EDCs

Os Compostos Disruptores Endécrinos, designados na literatura anglo-saxénica
por Endocrine Disruptors Compounds, acronimo EDCs, sdo definidos, no geral, como
sendo compostos que, uma vez presentes no ambiente, podem desencadear alteracbes
no correto funcionamento do sistema enddcrino dos organismos vivos. Nao havendo uma
definicdo universal, sdo varias as definicdes adaptadas, pelos diversos autores e
organizagbes governamentais, para a elucidagéo do conceito de EDC. Na continuidade
do presente trabalho sdo apresentadas trés definicbes acordadas por trés importantes
organizacdes mundiais — a Environmental Protection Agency (EPA)?, a World Health

Organization (WHO)? e a European Commission (EC)*.

“An exogenous agent that interferes with the synthesis, secretion, transport,
binding, action, or elimination of natural hormones in the body that is responsible for the
maintenance of homeostasis, reproduction, development, and/or behavior” (USEPA,
1997).

>Em Portugal: Agéncia Portuguesa do Ambiente (APA)
* Em Portugal: Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
* Em Portugal: Comunidades Europeias (CE)



“An endocrine disruptor is an exogenous substance or mixture that alters
function(s) of the endocrine system and consequently causes adverse health effects in an
intact organism, or its progeny, or (sub) populations” (WHO, 2002; EC, 1999; CCE, 2001).

“An potential endocrine disruptor is an exogenous substance or mixture that
possesses properties that might be expected to lead to endocrine disruption in an intact
organism, or its progeny, or (sub) populations” (WHO, 2002; EC, 1999; CCE, 2001).

No que concerne a definicdo proposta e utilizada pela EC, um determinado
composto é considerado um EDC se obedecer a determinados critérios de avaliacéo.
Assim, para que um composto seja considerado um EDC é necesséario que o proprio
desenvolva no organismo-alvo um efeito adverso e provoque a disrupc¢ao enddcrina. Por
sua vez, definir o composto como um EDC implica a existéncia de uma ‘prova de
causalidade” entre o efeito adverso observado e a desregulagdo endocrina manifestada
(Kortenkamp et al., 2011). Segundo Bergman e colaboradores® (2012), um composto
quimico ndo pode ser considerado um disruptor endécrino apenas por andlise da sua
estrutura quimica, uma vez que inerente a0 composto estdo varias caracteristicas e
infinitos mecanismos de acdo que poderdo ou ndo desencadear o efeito. Em muitos dos
casos, o efeito disruptor enddécrino pode ser consequéncia da acdo de metabolitos
primarios e/ou secundarios, provenientes da metabolizagdo do composto principal
(Bergman et al., 2012).

No geral, os EDCs sdo compostos ubiquos, heterogéneos, que em alguns dos
casos podem apresentar persisténcia a baixas temperaturas. Quimicamente apresentam
caracteristicas estruturais distintas, onde € comum a presenga de um ou mais anéis
aromaticos na estrutura quimica (Burkhardt-Holm, 2010). As diferentes propriedades

fisico-quimicas inerentes a cada composto desencadeiam comportamentos distintos.

De forma a facilitar a identificacdo destes compostos, no ano 2000, a Comisséo
das Comunidades Europeias elaborou uma lista de 564 potenciais EDCs sendo a mesma
retificada dois anos mais tarde e resumida para cerca de 435 compostos, seguindo como
prioridade de selecdo, a capacidade que estes compostos apresentam para
desenvolverem atividade disruptora enddcrina (CCE, 2001). Segundo Belgiorno e
colaboradores (2007) e o disposto na Diretiva Quadro da Agua (DQA), as substancias

séo avaliadas como sendo prioritarias atendendo a sua toxicidade, persisténcia ambiental

> Avaliacdo de estado da ciéncia acerca dos compostos disruptores enddcrinos. “State of the science of
endocrine disrupting chemicals” é um dos artigos mais recentes elaborado no ano de 2012 cujos autores
fazem parte das Nagdes Unidas e da Organizacdo Mundial de Saude (Bergman et al., 2012).



e afinidade com substéncias lipofilicas uma vez que séo estas as caracteristicas que as

conduzem a bioacumulacéo nas cadeias alimentares.

Dentro do grupo dos EDCs, é de salientar ainda o conceito de “composto
emergente”, do inglés “Emergent Compound, EC” pois, por vezes, muitos dos compostos
gue sdo abrangidos pelos EDCs sédo assim denominados O conceito de “composto
emergente” ndo apresenta, na atualidade, um registo de definicdo universal no entanto,
engloba, de uma forma geral, qualquer produto quimico (natural e/ou sintético) que, ndo
sendo comummente monitorizado, tem o potencial de entrar no ambiente e desencadear
efeitos nefastos ndo s6 nos biomas onde se insere, como também nas comunidades
biol6gicas que nele habitam (Snow, 2009; Boxall, 2012; USEPA, 2012).

Os compostos que constituem este grupo merecem uma especial atengdo no
que concerne as consequéncias que advém da sua presengca nos mais diversos
ambientes naturais. A facilidade de entrada destes compostos no ambiente, assim como
0s eventuais efeitos adversos que causam quer nas espécies expostas, quer nos
ecossistemas, tem despertado a atencdo dos investigadores, incentivando-os na
execucdo de estudos cujo objetivo principal seja a identificagdo destes compostos, a

avaliacdo do seu destino, dos seus efeitos e a sua monitorizagao.

2.3.1.1. Fontes de contaminacgéo

Na atualidade, a quantidade de poluentes introduzidos nos ecossistemas é cada
vez mais extensa, continua e preocupante (Cargouet et al., 2004). No que concerne aos
ecossistemas aquaticos, os EDCs sao facilmente introduzidos no ambiente aquatico por
diversas fontes de contaminacdo que se podem classificar como sendo pontuais ou
difusas. Do setor industrial a agricultura, agrupando os efluentes hospitalares e
domésticos, sdo varias as vias de entrada a partir das quais ocorre contaminagéo e

modificacdo dos ecossistemas aquaticos.

Na Figura 1 destacam-se os efluentes (domésticos, industriais e hospitalares) e
a agropecuaria como possiveis vias de entrada de EDCs em ambientes aquaticos
(Richardson e Bowron, 1985; Heberer, 2002; Lubick, 2010). No setor industrial, hospitalar
e domeéstico sdo diariamente acumulados diversos residuos. A entrada destes compostos
para o ambiente ndo é feita apenas no momento da sua eliminacédo, mas em muitos dos
casos a sua acumulagéo é feita durante a producéo e a utilizagéo (Bergman et al., 2012).
Para além destas fontes, o escoamento proveniente de terrenos agricolas é também uma

fonte de poluigdo aquatica. Nao s6 os produtos quimicos utilizados para a fertilizagdo dos
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solos mas também as hormonas libertadas pelos animais séo depositados no solo, sendo

depois lixiviados para ecossistemas aquaticos proximos.

EDC's
Uzn
Industrial Hospitalar Domestico Agropecuatio
I Biminagaa .
I Deposigan
Sisterma de saneamento Lixo Solo
Tratamento Trata me nito
ETAR Aterro
Interagdo
Interagda
Agua tera glio Aoua
Superficial * g Subterrinea

Figura 1 - Esquema representativo de eventuais vias de dispersdo de EDCs no
ambiente.

Tendo em conta as diversas fontes de dispersdo, através das quais os EDCs
séo adicionados aos ecossistemas, surge a necessidade de criar metas de monitorizagéo
ambiental de forma a prevenir a continua contaminagédo dos ecossistemas que pde em

perigo as espécies que desses ecossistemas fazem parte.

2.3.1.2. Mecanismos de acéo

Os EDCs apresentam diversos efeitos sobre os organismos. No geral, interferem
com a sintese, secre¢ao, transporte, ligagédo, acdo e eliminacdo das hormonas naturais,
afetando sintese e os niveis dos recetores hormonais e consequentemente interagem
com o sistema enddcrino (Lintelmann et al., 2003; Markey et al., 2003; Porte et al., 2006;
Sousa, 2009; Caliman e Gavrilescu, 2009; Lemos, 2009). De acordo com as propriedades
inerentes a cada composto, a acdo a desenvolver serd direcionada para um alvo
especifico, sendo que, mimetizar e bloquear a acdo das hormonas naturais sdo duas das
formas mais comuns pelas quais os EDCs interferem com o normal funcionamento do
sistema enddcrino. Adaptando os efeitos no organismo ao tipo de EDC que os
desencadeiam, estes podem assim ser considerados agonistas, antagonistas, inibidores
enzimaticos e/ou destruidores hormonais dependendo do modo como atuam. A Figura 2

ilustra duas situacdes distintas nas quais € evidenciada a situacao normal (a esquerda) e
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as acbes promovidas pelos EDCs, aquando do contato dos mesmos com o organismo (a
direita). Salientar que, as ac¢des evidenciadas sdo ilustragBes hipotéticas das varias
consequéncias que um EDC, ou conjunto deles, pode ter sob o sistema enddcrino.

Normal hormone binding Endocrine disrupting action
Identical
Hormone \) /‘ { ) response (A)
Response Hormone Antagonized response (B)
Endocrine . -

Receptor disrupter \lnhibitcd response (C)

\ \ Over response (D)

Cell inside 3
“**-+..3 Under response (D)

Figura 2 - Mecanismos de agédo dos EDCs. (A) Efeito agonista; (B) Efeito antagonista; (C)
Alteracdo do padrdo de sintese e metabolismo; (D) Modificacdo na expressdo dos recetores
hormonais. Adaptado de Sosa-Ferrera et al., 2013.

Numa situacdo dita normal, as ligacdes entre as hormonas e respetivos
recetores hormonais sdo desencadeadas normalmente. Aquando da exposicdo do
organismo aos mais diversos EDCs, sdo desencadeadas diversas alteracdes sobre o
sistema enddcrino. Numa situacdo em que o EDC mimetiza a acao das hormonas (efeito
agonista), este liga-se ao recetor hormonal de forma precisa e sdo desencadeadas
reacdes quimicas semelhantes as desencadeadas pela hormona natural. O efeito
adverso desencadeado no organismo varia de acordo com o tipo hormona que esté a ser
substituida pelo EDC. Numa situacao contraria, efeito antagonista, a ligacdo do EDC ao
recetor hormonal bloqueia o recetor, bloqueando por sua vez a ligagdo das hormonas
naturais. Esta ligacdo desencadeia uma resposta hormonal que pode aumentar ou
diminuir o estimulo causado. Considerando o efeito agonista e antagonista como sendo
0s mais evidenciados pelos EDCs, ndo podemos descuidar a acdo dos inibidores
enzimaticos, que afetam diretamente as enzimas que metabolizam as hormonas naturais,
e os EDCs que destroem as hormonas naturais, podendo alterar a estrutura ou influenciar

no ritmo de sintese (Campos, 2011 e Sosa-Ferrera et al., 2013).

Resumidamente e adaptando o termo & acdo que cada composto desempenha,
€ de notar que todos irdo afetar, direta ou indiretamente, o correto desenvolvimento do
sistema enddcrino, pois os EDCs tém a capacidade de mimetizar o papel das hormonas
naturais no organismo (Helland, 2006; Caliman e Gavrilescu, 2009). Assim sendo, cada
composto pode afetar os organismos por diversas vias, 0 que por sua vez pode promover

0s seguintes efeitos no organismo:
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*

Alteracdes na producéo, libertacdo e distribuicdo das hormonas;

X3

%

Estimulag&do/antagonizagédo da acdo hormonal no organismo;

X3

%

Alteracdes no padréo de sintese e metabolismo das hormonas;

X3

%

Modificagé@o nos niveis de recetores hormonais;

X3

%

Bloqueio e alteracdes nas ligagbes hormonais com os respetivos recetores que,

consequentemente afetam a acao dos recetores.

Na atualidade, existe um grande interesse no estudo cientifico destes
compostos ndo s para caracterizar o seu impacto no ambiente como também eventuais
efeitos adversos para as comunidades bioldgicas presentes nos mais diversos
ecossistemas. Paralelamente com esta preocupagdo, surge uma preocupagao acrescida

que relaciona a agao perturbadora destes compostos e o sistema enddécrino.

2.3.2. Caracterizacao geral dos EDCs em estudo

Diversos sdo os compostos categorizados como EDCs. No entanto, e ndo
desprezando a importancia que todos apresentam, apenas alguns serdo abordados neste
trabalho uma vez que seria inviavel particularizar cada um. Atendendo ao propdsito deste

estudo, o grupo de compostos com interesse prioritario séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Grupo de EDCs analisados no presente estudo.

Grupo EDCs Exemplo Acrénimo
Hormonas naturais Estrona El
17-B Estradiol E2
Hormonas sintéticas  17a-Etinilestradiol EE2
Fenois Bisfenol-A BPA

De acordo com os objetivos delineados para este trabalho, é necessario ter
presente algumas das caracteristicas dos EDCs em estudo. O prévio conhecimento
destes novos compostos, antes da sua analise, € de extrema importancia para que seja
possivel uma correta interpretagdo dos resultados. Embora se enquadrem no mesmo

conjunto, cada um dos compostos apresenta caracteristicas especificas.

Os reguladores hormonais, muito utilizados pela crescente populagédo, surgem
no ambiente aquético maioritariamente por a¢éo antrdpica (Caliman e Gavrilescu, 2009;

Mompelat et al., 2009). Estes podem ser de origem natural ou sintética e sdo sintetizados
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com o objetivo de desempenhar uma funcéo especifica no organismo. Dentro do grupo
das hormonas estrogénicas, destacam-se a estrona (E1), o estradiol (E2) e o estriol (E3),
este Ultimo ndo incluido nos compostos com interesse prioritario para este estudo. Estes
sdo compostos hormonais lipofilicos, produzidos de forma natural pelo sistema endécrino
e sao responsaveis pelo correto desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios e
regulacéo da reproducdo entre outras inimeras funcdes fisiolégicas. A E1 é o principal
estrogénio a ser libertado pela mulher apds a menopausa e biologicamente é menos ativo
quando comparada com os restantes. O E2 é o estrogénio mais ativo e com grande
importancia para a mulher em idade reprodutiva. O E3 € sintetizado em grandes
quantidades durante a gravidez e apresenta um potencial disruptor inferior quando
comparado com E1 e E2 (Carvalho, 2012). Os compostos estrogénicos no geral,
evidenciam um potencial disruptor maior (Noppe et al.,, 2005; Fenlon et al., 2010)
relativamente aos restantes compostos pertencentes a lista de EDCs. A excrec¢ao destes
compostos é maioritariamente feita pela urina, sob a forma de conjugados inativos e
polares (nomeadamente glicuronideos e/ou sulfatos), sollveis em &gua, que em
condicbes experimentais podem ser hidrolisados (Noppe et al., 2005). Os niveis de
excrecdo sdo variaveis consoante a idade, sexo, estado de saude, dieta e gravidez®.
Depois de serem excretados, estes compostos podem entrar diretamente nos
ecossistemas aquaticos. Esta € uma das maiores preocupacgdes a nivel mundial uma vez
gue a presenca destes compostos estd muitas vezes associada a falta de monitorizagéo
de esgotos ou ineficacia de tratamento nas Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais
(ETARSs). De facto, estas sdo consideradas importantes focos de dispersdo de EDCs
(Filby et al., 2007).

O bisfenol A (BPA) é um composto orgéanico pertencente ao grupo dos derivados
de difenilmetanos. A caracterizacdo deste composto, nomeadamente as propriedades
fisico-quimicas, e a presenca no ambiente é bem detalhada por Cousins e colaboradores,
(2002). Conhecido como sendo um poluente industrial emergente nos ecossistemas
aquaticos, a sua utilizagéo esta preferencialmente associada a producédo de plasticos. E
também utilizado como um intermediario na producdo de polimeros, resinas epoxi,
policarbonatos, fungicidas, antioxidantes. Os corantes e algumas resinas, assim como
retardadores de chama, produtos quimicos de borracha e revestimento interno de
enlatados integram também esta classe de compostos (Lintelmann et al., 2003). E por
isso um composto de uso generalizado na industria. Estd maioritariamente associado a

esgotos industriais e urbanos e a sua degradacdo, apds tratamento nas ETARs, ndo é

® por curiosidade, e de acordo com os resultados apresentados no estudo de Lintelmann e colaboradores (Lintelmann et
al., 2003), a quantidade de estrogénios libertada por uma mulher gravida, dependendo do estadio de gravidez, é cerca de
mil vezes superior comparativamente com a quantidade libertada por uma mulher em atividade normal.
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completa, e sim na ordem dos 37% a 94% (Bergman et al., 2012). Este composto tem

sido detetado em diversos ecossistemas aquaticos nacionais e internacionais.

Y

Devido a grande variedade de propriedades fisico-quimicas que estes
compostos apresentam, na Tabela 2 sdo sumariadas algumas dessas propriedades,
sendo que, a escolha das mesmas esta relacionada com a sua bioacumulacéo,

biomagnificacdo e a persisténcia em ambiente aquatico.
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas e fontes de disperséo dos EDCs em estudo.

. . Peso molecular Ysat Fontes de
EDCs Abrev. Estrutura quimica Formula (g/mol)? (ug/l) Log Kow dispersio
E1 CroH2205 270 12420 3.1-3.4°  Efluentes urbanos
Estrona € municipais
17B-estradiol E2 C15H240, 272 12060°  3.8-40°  Efluentes urbanos
€ municipais
17a-etinilestradiol d Efluentes
EE2 C,oH»40, 296 483 3.67-4.2 municipais
. GHs 120000- b Efluentes
Bisfenol-A BPA HOOH Cy5H160, 228 300000° 3.40 industriais

2 Ribeiro et al., 2007 ; b Cousins et al., 2002 ;c Khanal et al., 2006; dNagpa e Meays, 2009 ; © Borrirukwisitsak et al., 2012;

Ysa : Solubilidade em agua a 25°C;
Log kow: coeficiente de particdo octanol/agua;
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2.4. Organismos versus Disrupcédo endocrina

O sistema endocrino, cujo termo provém do significado grego endos - dentro e
krynos — secrecdo, desempenha um papel crucial para o correto desenvolvimento dos
organismos. A proliferacdo e a diferenciacdo celular, o desenvolvimento dos diversos
orgaos, assim como processos nutricionais, comportamentais e reprodutivos, funcbes
cardiovasculares, hepaticas e renais, entre outras, estdo intrinsecamente relacionados
com o sistema endocrino (WHO, 2002; Lintelmann et al., 2003). Este por sua vez é
constituido por um conjunto complexo de diversas glandulas que produzem e armazenam

varias hormonas.

As hormonas sdo substancias com funcdo sinalizadora que interagem com
recetores endégenos especificos (Nogueira, 1999). Funcionam como “mensageiros
quimicos” controlando muitas das funcbes vitais inerentes a cada etapa de
desenvolvimento. A libertagdo das mesmas para o fluxo sanguineo é feita de forma
controlada e com base nas necessidades do organismo, sendo que a concentracao
libertada, a partir da qual se desencadeia o efeito no interior do organismo, é em doses
extremamente baixas (na gama dos pico aos nanogramas) (Vandenberg et al., 2012). A
producdo e libertacdo de hormonas sdo de uma importancia vital para o correto
desenvolvimento dos organismos, uma vez que regulam uma das mais importantes
etapas do desenvolvimento de um organismo, o desenvolvimento embrionario, para além
do correto desenvolvimento geral, do comportamento, da manutencdo da homeostasia
dos organismos e da reproducéo (Caliman e Gavrilescu, 2009; Sousa, 2009). A produgéo
hormonal ndo é exclusiva da espécie humana, esta também presente noutros animais e
em espécies vegetais (Henriques, 2008). De acordo com cada espécie, podera haver
diferengas quanto a organizagdo do sistema enddcrino; no entanto, a caracterizagédo
estrutural hormonal geral é convergente entre espécies. Nos vertebrados, por exemplo,
existem muitas semelhancas entre as caracteristicas estruturais e funcionais das
hormonas o0 que, ndo acontece em espécies vegetais onde as hormonas naturais
apresentam diferencas na caracterizagdo hormonal. Contudo, 0 mecanismo de acao

inerente a estas € semelhante ao que decorre nos vertebrados.

Os estrogénios, progestagénios e androgénios, vulgarmente designados por
esteréides sexuais, sao exemplos de hormonas naturais sintetizadas ao longo do ciclo de
vida do ser humano, apresentando numerosas funcfes fisiolégicas. Embora estas
hormonas sejam fundamentais para o ser humano, elas enquadram-se na classe de

substancias com atividade passivel de disrupcéo endécrina (Silva, 2011a), isto €, podem
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interagir indiretamente com o sistema enddcrino, tendo como efeito posterior a libertacdo
de quantidades excessivas ou supressdo da producdo de hormonas naturais (Caliman e
Gavrilescu, 2009). De forma a controlar desregulagbes hormonais, que muitas das vezes
ocorrem por sucessivos feedbacks positivos e negativos, existem compostos
farmacéuticos de origem sintética que funcionam como hormonas naturais. Estas
hormonas sintéticas, designadas por “xenoestrogénios”, sdo moléculas complexas, com
diferentes propriedades, biologicamente ativas (Kummerer, 2009) cujo principal objetivo
de producdo e utilizacdo se baseia na correcdo médica de défices hormonais. Para além
das hormonas naturais e sintéticas existem também outros compostos, maioritariamente
para uso humano, que apresentam atividade disruptora endécrina (p.e. pesticidas,

inseticidas, farmacos, tintas, produtos industriais, entre outros).

Nos udltimos 60 anos, diversos ecologistas, ambientalistas, toxicologistas e
endocrinologistas divulgaram os potenciais efeitos que determinados compostos
guimicos tém sobre 0s seres vivos assim como sobre a integridade dos ecossistemas.
Para a avaliagé@o global dos ecossistemas para além dos niveis de contamina¢do do meio
e dos grupos de espécies que o coloniza, € essencial um prévio conhecimento das
comunidades biol6gicas presentes nos ecossistemas aquaticos, em particular das
espécies predominantes. Para abordar a questdo dos EDCs e associar 0s mesmos a
contaminacdo dos ecossistemas e aos efeitos sob as diferentes espécies aquaticas é
necessario elucidar aspetos essenciais decorrentes da disrup¢do. Do sistema enddécrino
a disrupcdo enddcrina, agrupando as substancias detetadas e espécies mais afetadas
nos estudos realizados, no decorrer deste trabalho académico é feita uma andlise

bibliogréafica dos estudos realizados.

2.4.1. Disrupcao endocrina por EDCs em meio aquéatico

Coincidéncia ou ndo, apos a 22 Guerra Mundial verificou-se um aumento, em
namero e volume, na utilizacdo de diversos compostos que, na atualidade, sao
considerados como disruptores endocrinos. Segundo a literatura, ndo hé evidéncias que
comprovem a presenca destes compostos nas décadas anteriores a 1950 (Colborn et al.,
1993). Numa publicacdo de Henriques (2010), é descrito que no ano de 1950 se denotou
0 primeiro caso publicado associado a disrupc¢ao enddcrina, relacionado com a mudanga
de algumas espécies faunisticas dos grandes lagos do Canada. Em 1962 Rachel Carson
publica um dos primeiros estudos na area da disrupgdo enddcrina intitulado “Silent
Spring” e trinta anos mais tarde, em 1996, surge a publicagéo do livro “Stolen Future: Are
we threatening our fertility, intelligence and survival?”, escrito por Theo Colborn, Dianne

Dumanoski e Jonh Peterson Myers, que desperta a atencdo do publico em geral. Desde
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entdo, foi crescente a divulgacdo de estudos, e seus resultados, na area da disrupcéo

endocrina.

2.4.1.1. Estudos Internacionais

Nas ultimas décadas, distintos trabalhos cientificos dedicaram-se ao estudo das
propriedades de diversos compostos com efeitos ao nivel hormonal, histolégico,
imunolégico e/ou neuroldgico. Embora seja amplo o historial literario dos estudos
realizados, € cada vez mais comum o desenvolvimento de estudos que visem o aumento
da informacao cientifica acerca destes compostos. Contudo, a literatura cientifica focada
na disrupcdo enddcrina converge na relacdo entre EDCs e 0s seus efeitos nos seres
vivos. Podendo afetar o préprio ser humano, para além de outras espécies animais
invertebrados e/ou vertebrados, os efeitos resultantes da agdo dos EDCs cientificamente
identificados séo variados (Clotfelter et al., 2004). De entre todos os efeitos reportados
pela comunidade cientifica, salientam-se para o presente estudo a reducéo da fertilidade,
feminizacdo dos machos, producao de vitelogenina (VTG) em machos, hermafroditismo,
“imposex” e “intersex” em fémeas (Barroso et al., 2002, Colborn et al.,1993; Gray et al.,
1997; Jobling et al.,1998; Jobling et al., 2002; Segner et al., 2003; Sumpter,1998;
Sumpter e Jobling, 1995; Vethaak et al., 2005; Woodling et al., 2006). Estes efeitos e
suas consequéncias sao variaveis em mecanismo de a¢do e em intensidade consoante a
espécie. Os efeitos que advém da presenca dos EDCs no ambiente ndo dependem
apenas da concentracdo no meio mas também de caracteristicas associadas aos
mesmos como a facilidade de se misturar com gorduras, a persisténcia, bioacumulagéo,

tempo de exposicdo, mecanismos de biotransformacao entre outros (Carvalho, 2012).

Em estudos de revisdo de literatura, sdo apresentados diversos efeitos como
consequéncia da exposicdo aos EDCs analisados no presente trabalho, embora para
estes casos concretos ndo haja descricdo dos niveis de cada EDC detetados quer nos
organismos estudados, quer no meio de onde provém. Muitos dos artigos focam dois
géneros de estudo: (1) detecdo e/ou quantificacdo de EDCs em ecossistemas aquéticos
e (2) estudo de espécies no sentido de verificar alteragbes no desenvolvimento,
crescimento e reproducdo quando expostas a EDCs. Shore e colaboradores (1993) foram
dos primeiros investigadores a estudar a influéncia das hormonas naturais como
poluentes ambientais. Kime (1999) desenvolveu um dos trabalhos mais minuciosos
relativamente aos estudos laboratoriais dos quais se avaliou os efeitos de EDCs em
peixes, e que resultou na publicacdo do livro “A strategy for assessing the effects of
xenobiotics on fish reproduction”. Sumpter e Jobling (1995) realizaram diversos estudos

laboratoriais in vivo, utilizando truta arco-iris Oncorhynchus mykiss, nos quais
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comprovaram a acao gerada pelos metabolitos de alquilfendis no que concerne a indugéo
da producdo de VTG. O mesmo se veio a verificar em trabalhos seguintes do mesmo
autor e outros (Hemmer et al.,, 2001; Jobling et al.,1998). White e colegas (1994)
demonstraram, utilizando culturas de células, que os alquilfendis apresentam um efeito
estrogénico em espécies de peixes, aves e no proprio ser humano, assim como mimetiza
os efeitos do 17B-estradiol (E2) por ligacdo ao seu recetor. Jobling e colaboradores
(1998) verificaram que a intersexualidade evidenciada em Rutilus rutilus nos rios do
Reino Unido, esta associada a exposi¢cdo da espécie a agua proveniente de ETARSs.
Larson e colaboradores (1999) constataram que a elevada estrogenicidade evidenciada
nas ETARs da Suécia Oriental pode estar relacionada com o aparecimento de
hermafroditas de truta arco-iris juvenis e a elevada indugdo na producdo de VTG nos
machos. Segner e colaboradores (2003) descrevem também diversas alteragbes no
desenvolvimento e reproducdo na espécie Danio rerio, assim como em invertebrados,
resultantes da exposicdo a BPA e EE2.

Para as hormonas naturais, nomeadamente 17(-estradiol (E2) e estriol (E3), a
feminizacao de machos, a alteracao no tamanho das génadas e a elevada mortalidade da
descendéncia sé@o os efeitos mais evidenciados em peixes (Bila e Dezotti, 2007; Mills e
Chichester, 2005). Na classe dos alquilfen6is, nomeadamente octilfenol (4-OP) e
nonilfenol (4-NP), sdo detetados os mesmos efeitos, evidenciando-se também o declinio
na reproducéo e inducdo da producédo de VTG (Bila e Dezotti, 2007). O efeito destes
compostos é também evidenciado em crustdceos com o declinio da reproducdo e

intersexualidade em varias espécies (Oehlmann e Oehlmann, 2003).

Mesmo que incompleto, o conhecimento sobre as consequéncias da exposicao a
EDCs é vasto. Como seria inviavel apresentar e descrever todos os efeitos evidenciados
até ao momento, na Tabela 3 sdo apresentados mais alguns estudos internacionais nos
guais, para além do efeito causado, € apresentada a concentracdo de EDCs para a qual
se regista o efeito. Nestes estudos, uma dada espécie é submetida a uma determinada
concentracdo de um composto considerado EDC, a fim de verificar a inducdo de um
determinado efeito. Na Tabela 4 sdo apresentados alguns dos trabalhos internacionais
publicados nos quais foi registada a presenca de EDCs em meio aquatico. E de salientar
qgue, no geral, sdo mais os estudos internacionais realizados comparativamente com o

panorama nacional publicado.
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Tabela 3 - Estudos internacionais, em espécies aquaticas, nos quais foi detetada a presenca dos EDCs em estudo (ngL'l) assim

como os efeitos associados as concentracdes evidenciadas.

EDC Efeitos Taxon Niveis detetados’ Referéncia
Estrona (E1) Inducdo da producéo de VTG Moluscos 100 -1,0x10°
. ~ . . Oehlmann e
17B-estradiol (E2 Reducéo do crescimento Crustaceo <1,0x10*
(E2) ue seimen rustaceos X Oehimann, 2003
Feminizacdo de machos 250 Nagpazlc;aog/leays,
17a-etinilestradiol (EE2) Danio rerio Van den Belt e
Aumento da mortalidade por toxicidade <500 Witters, 2001
Inducg&o da producgdo de VTG Oncorhynchus mykiss 0,2-1,7 JOSbu”r:gtelrgzs
Bisfenol-A (BPA) Inibicdo da producédo de ovos . 1,28x10° Sohoni et al.,
—— - Pimphales promelas > 5
Diminuicdo do peso e crescimento de machos 6,4x10° — 1,28x10 2001

" Niveis de EDCs administrados na espécie em estudo. Salientar que para alguns valores, os autores fazem uma estimativa do intervalo de variacéo das concentraces utilizadas.
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Tabela 4 - Estudos realizados em diversos estuarios internacionais nos quais foi detetada a presencga dos EDC’s em estudo.

Referéncia EDC

Ecossistema aquatico

Observaces

Shore et al., 1993 Estrogénios

Lago Kinneret e &gua para
consumo humano e regadios
(Israel)

- 0,08-0,09 nmolL™ na agua do lago;
- 0,05-0,08 nmolL™ na agua utilizada para consumo humano® e
regadio dos cultivos.

Atkinson et al., 2003 Estrogénios

Baia de Kane‘ohe, ilha Coconut e
efluente (ilhas Hawai)

Concentragbes médias de estrogénios:
-0,5ngL*,68 ngL™;
- 20 ngL"* (segundo a ordem de ecossistemas).

Cargouet et al., 2004 Estrogénios

ETARs e Rio Sena (Paris)

-2,7-17,6 ngL™" nas ETARs;

-1,0a3,2 ngL™ no rio Sena;

- Maior concentracdo de E1 (4.3 a17,6 ngL™) e E3 (5,0-15,2 ngL™)
nas ETARSs;

- Maior concentracao de E2 (1,4-3,2 ngL'l) nas aguas de superfl’cieg.

Céspedes et al., 2005 Bisfenol-A

Rio Llobregat
Espanha)

(Catalunha,

Concentragfes maximas verificadas:
- BPA (2,97 ugL™) no local 10;
- Na foz, baixas concentracdes de BPA (0,09 ugL'l).

Noppe et al., 2005 Estrogénios

Estuario Scheldt (Bélgica)

- Elevadas concentragdes de E1 (>7ngL™);
- E2 apenas detetado uma Unica vez, num Unico ponto.

Salientar que a agua utilizada para consumo é extraida do lago Kinneret.

9 . . . P . ~ . ~ Lo
Este estudo demonstrou que as guas superficiais de Paris apresentam niveis de contaminacéo por compostos estrogénicos. Descargas pelas ETARs poderdo ser a causa destes niveis havendo
a necessidade de melhorar a taxa de sucesso para a eliminacéo destes compostos.
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2.4.1.2. Estudos Nacionais

Em territorio nacional, os estudos sobre EDCs tem vindo a aumentar. De entre a
literatura acessivel ao publico geral, sdo conhecidos alguns estudos nacionais cujos
resultados denotam efeitos de disrupcdo enddcrina em diversas espécies do meio
aquético (Santos et al., 2004; Gomes et al., 2009; Madureira et al., 2011; Urbatzka et al.,
2012).

No que concerne a estudos de detecdo de EDCs em ambientes aquaticos, em
particular compostos estrogénicos, bisfenol, alquilfendis e fitoestrogénios, sdo ja
conhecidos niveis de concentracdo que evidenciam a presenca destes compostos em
estuarios portugueses. De entre estes, os estuarios do Ave, Leca, Douro, Ria de Aveiro,
Mondego e Sado, sao seis dos estuarios portugueses nos quais se evidenciou, em
alguns dos casos, niveis de concentracdo preocupantes. Também no Minho, Lima e
Guadiana foram detetados os alguns destes EDCs no entanto, em niveis muito mais
baixos relativamente aos estuarios anteriormente mencionados. Para além dos estudos
realizados em estuérios portugueses também s&o conhecidos valores de concentragédo
de EDCs detetados em estacdes de tratamento de efluentes (Mauricio et al., 2006;
Chambel, 2011).

E de salientar que, a maioria dos trabalhos foram desenvolvidos e de referéncia
para o presente trabalho, foram realizados pela equipa liderada pelo Professor Doutor
Eduardo Rocha e pela Professora Doutora Maria Jodo Rocha do Centro Interdisciplinar
de Investigagdo Marinha e Ambiental (CIIMAR). Nestes trabalhos utilizou-se, o0 GS-MC e

o HPLC-DAID como metodologia de detecéo e quantificagdo dos niveis de EDCs.

A Tabela 5 resume alguns dos estudos realizados, cuja informacdo esta
disponivel e acessivel ao publico geral até a data, para a detecdo de EDCs em estuérios

portugueses.
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Tabela 5 - Estudos realizados em diversos estuarios nacionais nos quais foi detetada a presenca dos EDC’s em estudo.

Estuario EDC Niveis detetados Referéncia
Bisfenol - Concentracdo maxima detetada em matriz de sedimento: 0,1-0,6 ngg™. Almeida et al.,2007
Minho - - Concentracdo maxima detetada para E2: 0,130 ngL™
Estrogénios ~ o : a1
- Concentracdo maxima detetada para E1: 0, 110 ngL )
~ . 1 Rodrigues et al., 2006
Lima Estrogénios Concentragdo maxima detetada para E2: 0,160 ngL )
- Concentracdo méxima detetada para E1: 0,183 ngL
Estrogénios - Intervalo de concentracdo maxima detetada: 0,3 - 20,5ngL'1
Ave _ . 4 Rocha et al., 2013
Bisfenol - Concentra¢@o maxima detetada: 521,8ngL
Estrogénios - Intervalo de concentragdo méxima detetada para E1, E2 e EE2: 2,1-9,9ngL™
Leca ) . o 4 Rocha et al., 2012b
Bisfenol - Intervalo de concentracdo maxima detetada: 30,6-62,4ngL
Bisfenol - Intervalo de concentracdo méxima detetada: 59.0-378.0ngL™ Almeida et al.,2007
Estrogénios - Concentragdo maxima detetada para E1 e EE2: >100ngL™ o
) _ o 4 Ribeiro et al., 2009¢c
Douro Bisfenol - Concentragdo maxima detetada: >10ngL

Estrogénios
Bisfenol

- Concentragdo maxima detetada para E1, E2 e EE2: s10ngL"l
- Intervalo de concentracdo maxima detetada: 34,9-59,5 ngL™

Rocha et al., 2012a

Ria de Aveiro

Estrogénios

- Intervalo de concentracdo maxima detetada para E1:0,5-85ngL™
- Concentracdo maxima detetada para E2: 92ngL™

Bisfenol

- Intervalo de concentracdo maxima detetada: 2.8-897ngL™" no verdo e 2,6-316 ngL™ no inverno

Sousa et al., 2010

- Concentracdo maxima detetada: <1,1 ngL"l

Jonkers et al.,2010

- Concentragdo maxima detetada: 950 ngL"l

Quirés et al., 2005

Estrogénios

- Intervalo de concentracdo maxima detetada para E2: 85,0-10,0ngL™

Silva et al., 2013

Mondego Bisfenol - Concentracdo méxima detetada: >880,0ngL™ Ribeiro et al., 2009a
Estrogénios - Concentracdo maxima detetada para E1 foi de 0,7-1,7ngL™ o
Sado . g ¢ ~ . P 9 1 Ribeiro et al., 2009b
Bisfenol - Intervalo de concentracdo maxima detetada: 9.0-137.1 ngL
Guadiana Bisfenol - Concentragao maxima detetada: <0,1 ngL"l Almeida et al.,2007
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Fazendo uma breve analise dos valores reportados nos estudos apresentados
na Tabela 3, no que refere aos compostos estrogénicos, E1, E2, E3 e EE2, sdo comuns
valores iguais ou superiores a 10ngL™ (Ave e Leca) (Rocha et al., 2013 e Rocha et al.,
2012b), que no Douro atingem maximos dez vezes superiores (na ordem dos 100ngL™)
(Ribeiro et al., 2009a). Neste ultimo estuario, a presenca continua e ubiqua de
estrogénios naturais (E1) e sintéticos (EE2) atinge concentragBes preocupantes. Os
niveis detetados neste estuario sdo mesmo considerados como ndo seguros para
espécies aquaticas e ser humano e requerem medidas urgentes de monitorizacdo e
mitigacdo. Pelo contrario, no Mondego, a contaminagdo por compostos estrogénicos
naturais e sintéticos é relativamente baixa comparativamente aos niveis detetados nos
estuarios anteriormente referidos (Ribeiro et al., 2009c). No que se refere ao BPA, e
analisando a situac&o do rio Douro, este atinge concentracdes superiores a 10ngL™ no
ano de 2009 (Ribeiro et al., 2009a) situacdo que, com o passar dos anos, parece ser
agravada dado os niveis reportados no ano de 2012 onde 0 mesmo composto atinge
niveis até 60 ngL™ (Rocha et al., 2012a). Fazendo uma anélise da presenca do BPA nos
estuarios do Ave e Mondego, este apresenta concentragcbes na ordem dos 520ngL™ a
880ngL™, respetivamente (Rocha et al., 2013 e Ribeiro et al., 2009c). Na Ria de Aveiro é
de salientar o nivel detetado de BPA que atinge um maximo de 897ngL™ no verdo e
316ngL™" no inverno (Sousa et al., 2010), situagéo que pode ser considerada preocupante
guando se compara os valores aqui reportados com os valores de concentragdo e efeitos

associados que séo apresentados na Tabela 3.

De acordo com o que é apresentado na Tabela 5, é importante salientar que,
embora haja diferenca de concentracdes detetadas entre estudrios, ndo é viavel fazer
uma selecdo do estuario com maior nivel de poluicdo. No entanto, e segundo resultados
publicados acerca do mesmo estuario mas avaliando a presenca de outros
contaminantes, que ndo os presentes neste estudo, é do conhecimento cientifico que o
estuario do rio Douro tem sido alvo de diversos estudos cientificos pelos niveis de

poluicdo detetados.

Comparando os valores aqui reportados com aqueles que foram observados em
estuarios internacionais (Tabela 3 e 4), verifica-se que o0s niveis internacionais, em alguns
dos casos, superam as concentracdes evidenciadas em territério nacional. No entanto, os
niveis reportados nos estudos internacionais estdo maioritariamente associados ao
desenvolvimento de um efeito especifico que estd a concentracdo detetada de EDC.
Embora haja alguma discrepancia entre os resultados internacionais e nacionais, estes

resultados sugerem que os estuarios nacionais deveriam ser mais vigiados, de forma
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intensiva, para identificar ndo s6 as fontes de contaminacdo que possam vir a ser
mitigadas como também possiveis efeitos de disrupcdo enddcrina que eventualmente

estejam associados a presenca destes compostos.

Em alguns dos trabalhos desenvolvidos em territério nacional foram investigadas
também variacdes espaciais e temporais nos niveis de EDC’s para além de uma
observacdo pontual. E de salienta-se por exemplo o estuario do rio Sado onde, ao longo
do gradiente de salinidade, se observaram concentracdes significativamente diferentes,
com valores maximos proximos da foz. O comportamento sazonal de cada composto foi
variavel de estudrio para estuario. No estuario do rio Ave, a concentracdo de BPA foi
mais elevada no outono e no estuario do rio Douro, as concentragcdes de estrogénios

apresentaram niveis mais elevados no inverno.

Para além dos niveis de concentragdo aqui reportados importa referir que nestes
trabalhos ndo sO foi avaliada a presenca de compostos estrogénicos e bisfenol,
prioritarios para o presente estudo, como outros EDCs, nomeadamente alquilfendis e
fitoestrogénios. E de salientar ainda que os niveis evidenciados para estes compostos
sdo, em alguns dos casos, superiores aos reportados para estrogénios e bisfenol
havendo a necessidade de avaliar o impacto que estes compostos podem acarretar ndo
s6 para os ecossistemas onde sdo inseridos mas também para as espécies e 0 proprio

Homem.

2.5. Metodologias de detecdo de EDCs

A quantificacdo da contaminagcdo da agua durante anos ficou restrita a
monitorizacdo de alguns dos parametros fisico-quimicos, nomeadamente caréncia
bioguimica em oxigénio, oxigénio dissolvido, nitratos e fosfatos e sélidos em suspenséao
(Cirja et al., 2008). Com o conhecimento da existéncia e presenca de EDCs no ambiente,
surge a necessidade de ter métodos universais pelos quais seja possivel detetar a sua
presenga e posteriormente quantificar e determinar os efeitos nos organismos. Esta
situacdo, sendo bastante delicada e preocupante, pode explicar de certa forma a falta de

regulamentacéo especifica focada no assunto (Janex-Habibi et al., 2009).

A maioria dos EDCs surge nos ecossistemas aquaticos em concentracdes
frequentemente muito baixas. A detecdo destes compostos, nestas circunstancias, requer
a utilizacdo de técnicas especializadas, cujo método analitico de dete¢éo e quantificacao
seja adequado aos niveis de contaminacdo presente nas matrizes ambientais de estudo.

Nestas matrizes complexas estdo incluidas, por exemplo, as aguas superficiais e
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subterraneas, os efluentes domeésticos, industriais e hospitalares, ou mesmo matrizes
sélidas de solo, sedimento marinho ou lodo biol6gico (Bila e Dezotti, 2007). Hoje, existem
diversos métodos analiticos para a determinacdo de EDCs, sendo que 0s primeiros
testes foram desenvolvidos com matrizes de sangue, urina e tecido e, mais tarde,

adaptados para matrizes ambientais, como agua (Bila e Dezotti, 2007).

Atualmente, sdo varios os métodos analiticos utilizados para a detecdo de
EDCs, desenvolvidos para que seja possivel a determina¢cdo de concentracdes na ordem
dos pugL™ e ngL™ (Burkhardt-Holm, 2010; Tylingo et al., 2010). Para matrizes de amostras
aguosas, 0os métodos analiticos mais modernos sdo a extracdo em fase sdlida (Solid
Phase Extraction, SPE), numa fase inicial de extragdo dos compostos, e detecdo por
cromatografia, espectrometria e imunoensaios (Bila e Dezotti, 2007; Burkhardt-Holm,
2010; Cirja et al., 2008; McMaster, 2008; Tylingo et al., 2010).

Para a detecdo e quantificacdo de EDCs € necessario uma preparacao inicial
das amostras. A extragdo em fase solida, do inglés Solid Phase Extraction, SPE, é
atualmente uma das técnicas mais utilizadas para a extracdo de EDCs presentes nas
matrizes aquosas havendo no entanto outros métodos pelos quais 0 mesmo objetivo €
vidvel. A SPE é uma técnica de extracdo rapida, simples apresentando como principal
inconveniente o facto de poder haver perdas de composto relativamente a concentragéo
inicial, uma vez que quantas mais forem as etapas da técnica mais provavel € haver
alteracdes nas concentracdes. E um método de separacio liquido-solido, no qual se
utilizam colunas abertas, designadas por cartuchos de extracdo. Estas colunas contém
uma fase solida (silica), na qual fica retido o analito, devido a ligacdo quimica que se
desenvolve com os grupos funcionais orgéanicos hidrofébicos dos EDCs na matriz,

posteriormente eluido com um solvente.

A eluicdo dos analitos, em solventes especificos, € um requisito importante pois
de acordo com a técnica de detecdo e quantificacdo a utilizar, esta necessitara que a

amostra esteja eluida num solvente especifico para a técnica.

De entre as técnicas de detecdo e quantificacdo, a cromatografia € uma das
técnicas mais utilizadas e com melhor desempenho, podendo ser combinada com outros
sistemas de dete¢cdo. Atualmente, as técnicas cromatograficas mais utilizadas séo: a
cromatografia liquida (Liquid Chromatography, LC), a cromatografia liquida de alta-
eficiéncia (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) e a cromatografia gasosa

(Gas Chromatography, GC).
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Para além das técnicas cromatograficas, os imunoensaios sdo também uma

opcao para a determinacdo de EDCs em matrizes aquéticas. Estes apresentam diversos

ensaios bioldgicos, no entanto os ensaios de imunoadsor¢éo enzimatica (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay, ELISA) sdo os mais utilizados.

Como em todas as técnicas, cada método utilizado apresenta vantagens e

inconvenientes que de certa forma s&o pontos-chave a ter em conta no momento de

escolha da técnica mais adequada para cada estudo. Na Tabela 6 sdo apresentadas

algumas das vantagens e inconvenientes das principais técnicas utilizadas para a

detecao e quantificacdo de EDCs em matrizes aquaticas.

Tabela 6 - Vantagens e inconvenientes das principais técnicas utilizadas para a detegdo e
quantificacdo de EDCs em matrizes aquéticas.

Técnica

Vantagens

Inconvenientes

Cromatografia

Gasosa

Facil manuseamento, baixos custos;
alta seletividade; grande precisao;
eficiéncia de separagdo para o0s
diferentes componentes de uma

mistura inicial.

Necessidade de volatilizar os

compostos; elevados custos de

manutencao.

Cromatografia
Liquida de

Alta Eficiéncia

Alta eficiéncia e

detetabilidade;

resolucéo,
capacidade de
realizar separagdes e andlises para
uma variedade de compostos; tempo

de andlise em poucos minutos.

Elevados custos de manutengéo.

Espectometria

de Massa

Aumenta os limites de detecdo e

minimiza erros de detecéo.

Elevados custos de manutencéo;

resolucao limitada; baixa

sensibilidade.

Imunoensaios

Alta sensibilidade; vasta
aplicabilidade; facilidade de
manuseamento; simples pré-
processamento das amostras;

capacidade de andlise de varias
amostras ao mesmo tempo; Util em
trabalhos de

campo; tempo de

andlise curto.

Vulneravel a reagfes cruzadas;
imprecisos para amostras com
baixas

cargas de poluentes

havendo a necessidade de

confirmacéo por técnicas

cromatogréficas; sintese de
anticorpos é dificil e dispendiosa e
apenas uma substancia especifica

pode ser analisada.
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No que concerne aos objetivos de estudo delineado para este trabalho e tendo
em conta a literatura disponivel, na Tabela 7 sdo apresentadas resumidamente as

principais técnicas utilizadas na detecdo dos compostos em estudo.

Tabela 7 - Metodologias mais utilizadas para a detecédo dos compostos em estudo.

EDCs Técnica de detecao Referéncia
LC-MS; LC-ESI-
Estrona MS/MS; GS-MC;
Hormonas HPLC-DAD; ELISA
naturais _ LC-MS/MS; LC-ESI-  Kudlak e Namiesnik, 2008;
17B-estradiol MS/MS; GC-MS; )
HPLC-DAD: ELISA Ternes et al., 2002; Tylingo et
Estriol LC-ESI-MS/MS al., 2010; Ribeiro et al.,2007;
Hormonas 170- AHAFS)I/_l\ﬁsLﬁPE_S(‘! Ribeiro et al., 2009a, b e c.
sintéticas etinilestradiol DAD;ELISA

LC-MS/MS; HPLC,;

Fenois Bisfenol-A GC-MS/MS; ELISA

LC-MS - Liquid chromatography—-mass spectrometry; LC-ESI-MS/MS - Liquid chromatography-electrospray
ionization/multi-stage mass spectrometry; LC-MS/MS - Liquid chromatography-tandem mass spectrometry; GC-MS
- Gas chromatography-mass spectrometry; HPLC - High-performance liquid chromatography; MS - Mass

spectrometry; ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay.

Para o presente trabalho foram consideradas duas técnicas principais para a
extracdo, detecdo e quantificacdo dos EDCs em estudo. Numa fase inicial, para a
extracdo dos compostos foi utilizada a técnica SPE e posteriormente foram utilizados
diversos Kits de imunoensaios ELISA para a detecdo dos EDCs relevantes para este
estudo. Todas as técnicas foram elaboradas seguindo os protocolos especificos: a SPE
foi realizada segundo o descrito no estudo realizado por Ribeiro e colaboradores (2009a)
e 0s imunoensaios foram realizados segundo o disposto nos protocolos da Tokiwa
Chemical Industries CO., Ltd.

2.5.1. Metodologias adotadas para a detecdo e quantificacao
dos EDCs em estudo

Neste trabalho foram utilizados imunoensaios de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Os imunoensaios apresentam diversas vantagens de entre as
quais se destaca a facilidade de manuseamento, a capacidade de andlise de varias
amostras ao mesmo tempo, a alta seletividade e o tempo de andlise e obtencdo de
resultados curto. Muitos dos estudos realizados denotam uma grande correlagc&o entre os

resultados obtidos por técnicas cromatograficas e ensaios ELISA.
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2.5.1.1. Imunoensaios ELISA

Os ensaios Elisa, do inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, sdo também
conhecidos por Imunoensaios Enzimaticos (EIA). E uma técnica de bioquimica muito
utilizada na identificacéo de determinados antigénios para 0s quais existem anticorpos de
reconhecimento especifico. A técnica de ELISA combina a utilizacdo de anticorpos
especificos com a sensibilidade de antigénios acoplados a uma enzima que, quando
ligados entre si emitem um sinal de presenca através de um produto com cor.
Dependendo do kit adquirido, a base da técnica esta na utilizacdo de uma placa, na qual
sao realizadas diversas misturas de solucbes que, de acordo com o protocolo adequado
ao tipo de kit, numa etapa final dar4 um produto com cor. Depois, € submetido a um leitor
de placas ELISA, através do qual se obtém um valor de absorvancia. Este valor de
absorvancia € entdo convertido num valor de concentracdo do antigénio especifico em

estudo.

As placas de ELISA séo, no geral, feitas a base de poliestireno, ou derivados de
poliestireno, cuja organizacdo se dispde em 96 pocos, distribuidos por 8 linhas e 12
colunas. Nos kits mais antigos o conteido dos mesmos assim como 0 manuseamento da
técnica era um tanto moroso pelo facto de ser necessaria uma prévia preparagdo de
diversas solugfes assim a como a preparacdo e deposi¢do do anticorpo no interior de
cada poco. Hoje, com o avango das tecnologias, os kits comercializados apresentam-se
mais simples e um bom exemplo desta facilidade de manuseamento séo os kits utilizados
na detecdo e quantificacdo dos EDCs em estudo. A desvantagem desta técnica esta no

facto de ser muito dispendiosa.
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Capitulo 3 — Materiais e Métodos

3.1. Areas de estudo

No ambito do presente trabalho cientifico estdo enquadrados trés estuarios de
rios portugueses - Minho, Ave e Mondego. Estes estuarios pertencem a trés Bacias
Hidrogréficas distintas e apresentam diferencas entre si, ndo s6 nas dimensfes como

também nas suas comunidades bi6ticas e nos seus niveis de poluigcéo.

3.1.1. Breve descricdo da Bacia Hidrografica do rio Minho

A Bacia Hidrogréafica do rio Minho, representada no Anexo 1, apresenta uma
area total de cerca de 17 080Km?, dos quais 95% situam-se na Espanha (16226 Km?) e
apenas 5% pertencem a Portugal (846 Km?) (Pinheiro, 1998). Esta localizada no extremo
Noroeste de Portugal (Maia-Mendes, 2007), com orientagcdo Leste-Oeste e €
caracterizada pela existéncia de duas linhas de agua principais: o rio Minho e o rio Sil, no
conjunto de 14 afluentes que apresenta. O rio Sil, por sua vez, é o maior afluente do rio
Minho. A Bacia Hidrografica do rio Minho é limitada a Sul pela Bacia do rio Lima, a
Sudeste pela Bacia do rio Douro e a Norte pelas Bacias Hidrograficas da costa
espanhola. Em Portugal, a Bacia Hidrografica do rio Minho é a segunda bacia
internacional mais pequena, sendo o primeiro lugar ocupado pela Bacia do rio Lima
(INAG, 2001). No que concerne a extensdo portuguesa do rio Minho, os principais
afluentes s&o, de montante para jusante: o rio Trancoso (cerca de 26Km?), o rio Mouro
(141Km?), o rio Gadenha (82Km? e o rio Coura (268Km? (Lobo, 2012). A Bacia
Hidrografica do rio Minho é limitada em trés vertentes: a norte pelas Bacias hidrogréficas
da costa norte espanhola, a sul pela Bacia do rio Lima e as ribeiras da costa atlantica, e a
sudoeste pela Bacia Hidrografica do rio Douro. E considerada a segunda Bacia
Hidrogréafica mais pequena de Portugal, sendo a primeira referente ao rio Lima (APA,
2012; PBH, 2001). A &rea geogréfica abrange 6 concelhos (Caminha, Vila Nova de
Cerveira, Valenca, Paredes de Coura, Moncao e Melgaco), todos pertencentes ao distrito

de Viana do Castelo.

Embora pequena no que concerne a parte portuguesa, a Bacia Hidrografica do
rio Minho enquadra um complexo diversificado de ecossistemas a que se associam
habitats e espécies floristicas e faunisticas de elevado valor conservacionista, sendo uma
das areas mais importantes para a conservacao de espécies piscicolas (Pinheiro,1998;

Associacao de Municipios do Vale do Minho, 2011).
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O rio Minho, representado na Figura 3, € um rio internacional cuja nascente se
situa em Espanha, na Serra de Meira, a uma altitude de cerca de 750 metros. Localizado
a noroeste da Peninsula Ibérica, com orientacdo nordeste-sudeste, entre as coordenadas
41°45’ e 43°40’ de latitude norte e 06°10’ e 8°55’ de longitude oeste, desagua no Oceano
Atlantico, entre os concelhos de Caminha e La Guardia (INAG, 2001; Picanco, 2007).
Apresenta uma extensao total de cerca de 300Km, dos quais apenas 70Km se situam em
territério portugués, correspondendo a distancia percorrida entre Melgaco e a foz, em

Caminha.
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Figura 3 - Localizacéo do rio Minho.

O estuério do rio Minho, com orientagdo aproximada de NNE-SSO e origem
tectdnica, enquadra um conjunto diversificado de valores ecoldgicos, que justificam a sua
integracdo em areas de conservacdo da natureza. A grande diversidade de habitats
juntamente com as caracteristicas geograficas e clima predominantes, criam condicdes
necessarias para a permanéncia de diversas espécies. O estuario do rio Minho integra
uma zona hamida de grande valor ecolégico, esta incluido na rede de locais portugueses
protegidos pela Rede Natura 2000 e a sua faixa litoral, a sul da Foz (Moledo), possui um
espaco classificado como area de interesse para a conservacao da natureza no ambito
do Projeto Biétopos/Corine (Vale do Minho) (INAG, 2001, APA, 2012).
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Como descricdo sucinta da area adjacente a Bacia Hidrogréafica do rio Minho,
salienta-se a forte componente de vegetacao ripicola ao longo de todo o trajeto percorrido
pelo rio Minho, para além das zonas urbanas, p6los industriais (qQuer na parte portuguesa
guer na parte espanhola) e forte atividade agricola predominante. O sector do turismo,
principalmente balnear, a pesca desportiva e a agricultura sdo trés das principais
atividades humanas.

A ocupacédo do solo assim como a localizagdo dos principais pdlos industriais
portugueses e os sistemas de saneamento préximos ao rio Minho séo apresentados nos
Anexos 2, 3 e 4 respetivamente (APA, 2012).

Na Figura 4 é apresentado, de uma forma resumida, a distribuicdo das

necessidades de abastecimento de 4gua a partir do rio Minho.

14,3%

0,4%

77 4%
B Agricultura ®Pecuaria = Urbano sindistria = Golfe

Figura 4 - Distribuicdo das necessidades de abastecimento de agua para o
setor agricola, industrial, pecuéario, urbano e lazer (golfe) a partir do rio
Minho. Fonte: APA, 2012.

3.1.1.1. Pressdes antropogénicas

As regides costeiras do Alto Minho foram sempre alvo de pressdes por parte do
ser humano. A regido abrangida pela Bacia Hidrogréafica do rio Minho ndo é excecao,
embora a pressdo exercida seja muito mais baixa quando comparada com outros

estuarios do nosso pais.
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O rio Minho apresenta alguns problemas de poluicdo sendo as descargas dos
efluentes domésticos e industriais duas das principais fontes de contaminacdo do
ecossistema quer na parte portuguesa quer na parte espanhola (Picanco, 2007). De
acordo com o plano de gestdo da regido hidrografica do Minho/Lima (APA, 2012), os
efluentes industriais sdo aqueles que mais contribuem para a poluicdo do ecossistema

aguatico, em termos de carga poluente organica.

Relativamente a parte portuguesa, os residuos industriais tem pouco influéncia
na poluicdo registada na area sendo apenas de salientar a forte area industrial, do
Parque Industrial de Vila Nova de Cerveira, localizado na freguesia de Campos. Na
margem espanhola, a situagdo € bastante mais grave dado que grande parte do seu
percurso e afluentes, o rio Minho recebe uma grande parte dos efluentes provenientes da
intensa atividade industrial espanhola, principalmente area industrial de Ourense, e em
pleno estuério do rio Minho, efluentes do parque industrial de Porrifio (Alves, 1996). O rio
Louro, um afluente espanhol, é referido como sendo muito contaminado devido a
presenca de uma zona de intensa pressdo industrial nas suas imediagbes, podendo
contribuir para a contaminagdo do estuario do rio Minho com aportes atualmente
desconhecidos (APA, 2012). Por outro lado, o setor agricola € o que mais contribui com
elevadas cargas de nutrientes, nomeadamente azoto (N) e fésforo (P). No que concerne
aos restantes setores (nomeadamente pecuaria, aquicultura e campos de golfe), as
cargas poluentes ndo séo significativas quando comparadas com as dos setores urbanos,

agricola e industrial.

No Anexo 5 é apresenta a localizacao das eventuais zonas de risco de poluicédo
referentes a parte portuguesas, nomeadamente zonas de descarga de efluentes
industriais e ETARSs (APA, 2012).

3.1.2. Apresentacéao geral dos estuarios utilizados na
comparacao com o estuario do rio Minho

3.1.2.1. Estuéario do rio Ave

O rio Ave é um rio nacional que nasce na Serra da Cabreira, no concelho de
Vieira do Minho, a uma altitude de cerca de 1200 metros. Apés um percurso de
aproximadamente 94Km numa direcéo este-oeste desagua no Oceano Atlantico, a sul de
Vila do Conde (Silva, 2011b).

A Bacia Hidrografica do Ave apresenta uma extens&o de cerca de 1391km? Os

principais tributarios sdo os rios Este (margem direita) e Vizela (margem esquerda) que
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drenam uma &rea de 247km? e 340km? respetivamente. A Bacia do Ave é rodeada a
norte pela Bacia Hidrografica do rio Cavado, a oriente pela Bacia Hidrogréfica do rio
Douro e a sul pela Bacia Hidrogréafica do rio Leca (INAG, 2001). No total nacional a Bacia

Hidrografica do rio Ave ocupa cerca de 6% do norte de Portugal (Rocha et al., 2013).

Ao longo dos tempos, diversas foram as fontes de contaminacdo do estuério,
nomeadamente os efluentes urbanos e industriais, a agricultura, os aterros sanitarios e as
extracBes minerais (Oliveira, 2006). De facto, verifica-se que a Bacia Hidrografica do Ave
é fortemente afetada pela industrializacdo, com sectores de atividade que envolvem, nao
s6, grandes consumos de agua como também, grandes cargas de polui¢do. Os efluentes
urbanos e industriais ndo tratados que desaguam no Ave contribuiram, ao longo de varias
décadas, para a classificacdo das aguas como impréprias para consumo e, em varias
zonas, até mesmo como inadequadas para contacto (MARETEC, 2013). Apesar de ainda
existir vida fluvial, em varios trocos ndo existe qualidade apropriada para a viabilidade de
vida aquética. No que concerne a presenca de valores ecoldgicos, estes surgem em
niveis baixos como consequéncia das mas condic¢des fisicas, quimicas e biol6gicas da

agua.

Nos ultimos anos diversos foram os estudos que pretenderam focar os elevados
niveis de poluicdo aquatica no estuario do Ave. Recentemente houve também
investimentos no tratamento de efluentes que drenam para o Ave incluindo a construgcéo
de ETARs inseridas no projeto de despoluicdo da Bacia Hidrogréfica do Ave que se

espera que estejam a contribuir para a reducdo dos niveis de poluentes.

3.1.2.2. Estuéario do rio Mondego

7

O rio Mondego é um dos cinco rios mais extensos totalmente em territ6rio
nacional. Estd localizado na costa atlantica portuguesa, nas coordenadas
40°08"N,08°50"W. Nasce na Serra da estrela, em Corgo das Mos, a uma altitude de 1525
metros e flui para o Oceano Atlantico, desaguando junto & Figueira da Foz, apds um
percurso de cerca de 227Km? (Ribeiro et al., 2009c). A Bacia Hidrogréafica do rio Mondego
apresenta uma extensdo de 6645Km? com uma orientacdo sudeste-nordeste. Os seus
principais afluentes sdo o Dao (margem direita), o Alva, o Ceira, 0 Ega, 0 Arunca e o

Pranto (margem esquerda).

O estuario do rio Mondego é considerado um sistema intertidal temperado de
8,6Km? que compreende, na parte terminal, dois “bragos” distintos que estéo separados
por um aluvido — Illha da Morraceira (Grilo et al., 2011), a cerca de 7,4Km da sua foz. O

braco sul € um sistema de aguas rasas cuja profundidade em maré alta é de 2 a 4
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metros, com uma amplitude de maré de 1 a 3 metros (Ferreira et al., 2004). Apresenta
uma &rea de cerca de 1200 hectares com elevado interesse ecoldgico. Neste dominio, a

IIha da Morraceira € a unidade territorial com maior interesse.

No seu percurso, da nascente a foz, atravessa areas rurais, industrializadas,
urbanizadas e agricolas. A montante do estuario, as principais fontes de poluicdo séo as
aguas residuais, na sua maioria provenientes das ETARSs, efluentes industriais (estaleiros
de construcdo naval e armazéns) e os escoamentos agricolas, numa area total de 15000
hectares cultivados, onde predomina a plantacdo de milho e arroz (Ferreira et al, 2004;
Ribeiro et al, 2009c). Em consequéncia destes factos, sdo libertadas no estuério
guantidades significativas de fertilizantes, principalmente do rio Pranto, informagédo que
esta associada aos elevados niveis de fitoestrogénios evidenciados no local (Ribeiro et
al, 2009c).

A Figura 5 apresenta a localizacdo das Bacias Hidrogréficas do rio Ave e
Mondego.

36



Oceano Atldntico

o
2
(=3
]
2
-]
c
el
&

Figura 5 - Localizacdo das Bacias Hidrogréaficas do Ave e Mondego. Adaptado do
Google Maps.

3.2. Amostragem

3.2.1.1dentificacdo dos pontos de amostragem

Nos trés estuarios, anteriormente descritos, foram recolhidas amostras de agua,
em trés pontos de amostragem previamente selecionados, ao longo do gradiente de
salinidade. Adicionalmente foi recolhida, aleatoriamente, uma réplica de um dos pontos
de amostragem. Estes sdo locais com notoria abundancia de anfipodes cujo estudo de
“estados de intersex” (projeto INPACTAR) sera futuramente util para a confrontacdo com
os resultados do presente trabalho. S&o também locais de grande predominancia turistica
e perto dos quais estéo localizados sistemas de saneamento, zonas agricolas e efluente
de ETARs de caminha. E de salientar também a forte area industrial localizada a

montante da Foz (freguesia de Campos).

Os pontos de amostragem e respetiva denominagao séo apresentados na Figura
6. Para facilitar a leitura do texto optou-se por designar por S1 o ponto localizado na Foz,

por S2 o ponto localizado no Ferry e por fim S3 o ponto localizado no Sapal.
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Figura 6 - Localizacdo geografica das areas de estudo. (Al) Localizacdo das Bacias Hidrogréficas; (B) Localizagdo dos trés estuarios (B1-rio Minho, B2- rio
Ave,B3-rio Mondego); (C) Localizacdo dos pontos de amostragem (C1-rio Minho (Foz, Ferry e Sapal); C2-rio Ave (Estaleiro, Canal e Praia); C3-rio Mondego
(Doca, Armazéns e Pranto). Adaptado do Google Maps.
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3.2.2. Recolha das amostras

Para a andlise dos compostos em estudo, foram recolhidas amostras de 2 litros
de 4gua, nos trés pontos de amostragem previamente selecionados, nos 3 estuarios. Foi
ainda recolhida uma amostra adicional para funcionar como réplica de confirmacao de
resultados, num dos trés locais, selecionado aleatoriamente. A recolha das amostras foi
realizada num ciclo anual. No Minho, dado desconhecer-se a existéncia ou ndo de
flutuacbes sazonais, foi recolhida uma amostra por estacdo do ano. Assim sendo, as
amostragens foram realizadas em abril de 2012 (primavera), agosto de 2012 (verao),
outubro de 2012 (outono) e janeiro de 2013 (inverno). Nos outros 2 estuarios a
periodicidade foi menor, pois para o Ave ja estavam descritas variagcbes entre a
primavera e o inverno, e ho Mondego a concentracdo em EDCs nédo varia entre estacdes
do ano. Assim, para o estuario do Ave foram recolhidas amostras nas estacdes da
primavera, verdo e inverno e para o estuario do rio Mondego foram recolhidas amostras
nas estacdes da primavera e inverno. Para a recolha das amostras, no rio Minho, foi
considerado o periodo da maré alta uma vez que a recolha das mesmas foi feita com

recurso a embarcacgéo, dada a coincidéncia de outros trabalhos em curso na equipa.

As recolhas das amostras de agua, e registo dos parametros fisico-quimicos,
foram realizadas a superficie. As garrafas de recolha, previamente lavadas e acidificadas
(em laboratério) para remover residuos passiveis de influenciar os resultados, foram
lavadas pelo menos trés vezes com a agua do estuario antes da colheita da dgua em
cada ponto de amostragem. ApoOs a recolha das amostras, as garrafas foram mantidas

refrigeradas até serem processadas em laboratério.
3.2.3. Parametros fisico-quimicos

Em cada um dos pontos de amostragem do estuario do rio Minho, foram
registados, em concordancia com a recolha das aguas, alguns parametros fisico-
quimicos (abidticos). Com recurso a uma sonda YSI 6820 foram registados valores de
temperatura (°C), concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) (mgL™ e percentagem de
saturacdo), potencial de hidrogénio (pH), salinidade (psu), condutividade (mScm™) e
concentracdo em clorofilas (ugL™). A recolha dos parametros fisico-quimicos referidos é
importante dado o efeito que os mesmos exercem no ambiente aquatico onde sdo
detetados. Os dados de campo obtidos para o rio Minho estdo apresentados no Apéndice
1.
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No tratamento estatistico dos dados fisico-quimicos foi utilizado do Software
estatistico PAST (PAleontological STatistics) e as opgdes graficas do Excel. Numa
primeira andlise estatistica, foi aplicado o teste de PERMANOVA (Permutational
Multivariate Analysis of Variance) a globalidade dos resultados, fixando a “estagdo do
ano” (quatro niveis: primavera, verao, outono e inverno) e o “ponto de amostragem” (com
trés niveis: Foz, Ferry e Sapal) como fatores, numa abordagem “two-away” incluindo a
interacdo dos dois fatores. Este teste € andlogo a ANOVA tradicional mas nédo é afetado
pela distribuicdo ndo normal dos dados. Aplicou-se também a mesma analise a cada um

dos parametros individualmente considerando os mesmos fatores.

3.3. Metodologias analiticas

3.3.1. Reagentes e Solucdes

Para a extragdo em fase solida (SPE), os filtros de fibra de vidro 47 GF/C foram
adquiridos na MILLIPORE e os cartuchos de 500mg Oasis HLD e de silica Sep-Pak de 1g
foram adquiridos na Waters Corporation (Milford, MA, EUA) (Rocha et al., 2012a e b).

Para os kits ELISA, foi apenas necessaria a preparacdo de uma solugédo de
metanol 10% (v/v), a solucdo de lavagem e a solucdo conjugada do antigénio-enzima. E
de salientar que estas duas Ultimas solugbes vinham ja preparadas num solugao
concentrada sendo apenas necessdria a preparacdo da solucdo nos volumes que
estavam detalhados em cada um dos protocolos. Sendo um kit recente, o integral das
solucdes necessérias para o desenvolvimento da técnica vinha ja preparado no conteado
do kit.

Todos os outros solventes utilizados foram adquiridos na Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany) e a agua ultra pura foi fornecida por um sistema de agua Milli-Q
(Ribeiro et al., 2007 e Ribeiro et al., 2009a e b).
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3.3.2. Processamento das amostras

3.3.2.1. Pré-processamento

Cada uma das amostras foi filtrada e acidificada num prazo maximo de 24h, apds
recolha nos estudrios. Dos 2 litros de &gua recolhida, foi filtrada e acidificada apenas uma
por¢cdo de aproximadamente 1 litro, sendo a amostra remanescente congelada por
prevencao e, posteriormente, descartada, caso nao fosse necessaria. Para a filtracdo das
amostras, que promove a eliminacao de particulas em suspensao, foram utilizados filtros
de fibra de vidro 47 GF/C. Toda a filtracéo foi feita em vacuo e apds cada filtracéo, os
filtros foram lavados com 1mL de metanol (CH;OH) (99% grau HPLC). Posteriormente a
filtracdo foi realizada a acidificagdo de cada uma das amostras, para impedir a sua
biodegradacao. Na acidificacao foi utilizado acido sulfarico (H,SO4 40%(v/v)) para obter
um pH préoximo de 2 em cada amostra. Este procedimento foi realizado sob agitacao

continua.
3.3.3. Método para a extracdo das amostras

3.3.3.1. Extracdo em fase sélida

De forma resumida, na Figura 7 é apresentado um esquema com as principais

etapas do tratamento das amostras.
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Amostra dgua (2L)

Periodo maximo 24 h

e >,

Filtracdo (47 mm Glass fiber filter)

+ p—
Acidificag&@o (H2SO4, pH= 2)

Apo6s filtragao,
lavar o filtro com
1mL CH;0H

v

Amostra agua (1L)
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Procedimento de pré-concentracéao

\%

Amostras 1L filtradas, pH=2

Repetir  filtragéo se
amostras foram congeladas
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\

Cartuchos Oasis 200 mg HLB | ... >

Descartar eluidos

J

Secagem Véacuo (30 min)

y

Cartuchos Silica Sep-Pak de 1g

V

Evaporacéo 37°C 12h a 24h

Y

Evaporacao (azoto liquido) e
reconstituicdo (CH3OH:CH>CN)

V

Armazenamento (-26°C)

v

Detecéo e quantificagcdo EDCs
Imunoensaios ELISA

Figura 7 - Esquema geral do método analitico utilizado para a pré-concentracdo das

amostras de agua e posterior quantificacao dos EDCs. Adaptado de Ribeiro et al.,2007.
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Todas as amostras recolhidas, depois de filtradas e acidificadas, foram submetidas
a vacuo forgado, com fluxo constante de 5-7mL/min, através da utilizacdo de um cartucho
de 500mg Oasis HLD. Antes da sua utilizagdo estes cartuchos foram lavados (ativados)
duas vezes com 25mL de uma mistura de metanol:diclorometano (CH,Cl,:CH3;OH), numa
proporgdo de concentracdo de 50:50 v/v, 12mL de metanol (CH;OH) e, para finalizar,
25mL de &gua ultrapura Milli-Q. Posteriormente, foi entdo feita a passagem de cada
amostra de agua nos cartuchos de 500mg Oasis HLD. Apds esta etapa, 0s cartuchos
foram lavados com 25mL de &gua ultrapura e 1mL de CH3;OH. Seguiu-se um vacuo
adicional de 30 minutos de forma a secar a agua residual presente. Nesta etapa, foram
utilizados 2 goblés contendo silica, no interior da tina, para obtencdo de uma secagem
mais rapida. Para o processo de eluicdo, realizado apds os 30 minutos da secagem,
utilizaram-se 20mL de uma mistura de CH,Cl,:CH;OH, numa proporgéo de concentragdo
de 50:50 (v/v). No processo de eluicdo, todas as amostras foram transferidas para
cartuchos de silica Sep-Pak de 1g, previamente ativados com 20mL de uma mistura de
CH,CI,:CH3;OH. Numa etapa final, os eluidos foram recolhidos em tubos de fundo
redondo. O seu conteudo foi evaporado, recorrendo a uma estufa, sob uma temperatura
aproximada de 40°C, num periodo maximo de 12 a 24 horas. Para concluir o
processamento das amostras, foi realizada a evaporacao/reconstituicdo das amostras.
Este processo final foi realizado num banho termostéatico, a 37°C, sob uma corrente de
azoto, e os eluidos foram dissolvidos em 500uL de uma mistura de metanol anidro
(CH3OH:CHsCN), numa proporcdo de concentracdo de 50:50 (v/v). Os eluidos foram
guardados em Vials, devidamente identificados com a referéncia da amostra, més e data,

e foram congelados a -26°C para posterior quantificacéo.
3.3.4. Detecéo e quantificacdo dos EDCs em estudo

No presente trabalho foi utilizada como técnica de detecdo e quantificacdo
imunoensaios ELISA. O kits utilizados para a execugcdo das andlises tiveram por base
uma reacdo competitiva, isto €, o composto a ser detetado na amostra em estudo ira
competir com a solugdo conjugada antigénio-enzima, associada ao kit, pela ligacdo ao
anticorpo especifico, presente nos pocos da microplaca onde ocorre a reacao. Salientar
gue, a adicdo e posterior mistura dos dois compostos (amostra e solucdo conjugada) sdo
primeiro realizadas numa placa sem anticorpo (uncoated) sendo depois transferidas para
a placa com anticorpo (coated). A descricdo deste processo sera efetuada

posteriormente.
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Para o presente estudo foram adquiridos trés kits ELISA, cada um com
especificidade para um EDC em concreto. Os kits foram adquiridos & Tokiwa Chemical
Industries CO., Ltd:

> Ecologiena® 17p-Estradiol (E2) ELISA Kit (Microplate) User’s Guide;
> Ecologiena® Ethynylestradiol (EE2) ELISA Kit (Microplate) User’s Guide;
> Ecologiena® Bisphenol (BPA) ELISA Kit (Microplate) User’s Guide;

Antes de proceder a explicacdo sucinta das principais etapas dos kits utilizados
€ importante salientar que, de acordo com o protocolo de cada kit, 0 seu manuseamento
apresenta como vantagem as grandes semelhancgas entre protocolos, no que concerne
as exigéncias que 0s mesmos requerem, nao s6 para o tratamento das amostras como
para as etapas de manuseamento. Assim, importa salientar que para os kits de detecéo e
quantificagdo de E2, EE2 e BPA as exigéncias requeridas séo similares, principalmente
no que respeita a reconstituicdo da amostra, cuja preparacdo deve ser feita em metanol
10% (v/v) (grau HPLC).

3.3.4.1. Preparacdo das amostras

Antes de iniciar cada um dos ensaio ELISA foi necessario preparar as amostras
segundo o exigido pelo protocolo. Assim, foi necessério verificar se o volume de amostra
de cada um dos pontos dos trés estuarios, resultante da fase de extracdo por SPE, era
igual a 500ul. Foi de facto confirmado a excecdo da estacdo da primavera, cujo volume
de amostra era inferior ao inicialmente pipetado. Para estas amostras foi necessario
proceder a uma nova evaporagao, seguida de reconstituicdo em 500l de metanol anidro
(CH3;0H:CH3CN).

Ap6s verificagado dos volumes, 200ul da “amostra-mae” (500 ul) foram pipetados
para aliquotas novas, devidamente etiquetadas, e esse conteddo foi evaporado com
posterior reconstituicdo em metanol (CH;OH) 10% (v/v) (grau HPLC). Apds este passo,
foi necessario proceder a realizacdo de pré-testes de forma a saber se a concentragcéo de
amostra a utilizar era suficiente para pertencer ao range de valores da curva padrédo
associada a cada kit ou se era necessario fazer diluicdes das amostras. Foram entédo
testadas duas diluicdes (1:10 CHsOH 10% e 1:100 CH3OH 10%) e a amostra sem
diluicdo, de forma a saber qual dos resultados obtidos pertenceria a amplitude de valores
associados a curva padrdao. Depois de analisados os valores de absorvancias e
convertidos para as concentracbes correspondentes, os valores obtidos foram
comparados com o0s valores associados aos padrdes, que formam a curva padrdo.

Assim, foi evidenciado que a diluicdo de 1:10 foi a mais adequada para a analise de E2,
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ao passo que para o EE2 e BPA foi necesséario fazer diluicbes de 1:5 e 1:100,

respetivamente.

3.3.4.2. Descricao sucinta do protocolo

A metodologia desenvolvida para a detecdo e quantificacdo dos EDCs em
estudo segue as indicacdes e etapas dispostas nos protocolos que acompanham os kits

acima referidos

Na Figura 8 sdo apresentadas as principais etapas referentes ao protocolo de
manuseamento dos kits utilizados.
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Adicdo de 100pl de solugao conjugada de

antigénio-enzima + 100pl de amostra
Adigao de 100pl de Color

4 Py Solution
Microplaca
com Incubagao durante 60 min;
anticorpo T(°C) = 18-24°C
Produto de reagao
6 Lavagem dos pocos
) : utilizados com 300l ) 2
de Wash Solution
(3%)

10¢
~
\\

® \\

- \

=) 1.\

¢ \\
0.1 1
X (ug/L) Adigao de 100pl de STOP Solution
Legenda:
——
@ Solugdo conjugada antgénio-enzima Standard Curve ‘
A — Microplate Scanning

- Spectrophotome Power Wave™

N Amostra sem adi¢do de Color Solution
W Amostra apés adi¢do de Color Solution

Figura 8 - Principais etapas de manuseamento dos kits ELISA para a andlise dos EDCs em estudo.
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As principais etapas para 0 manuseamento desta técnica sdo a adicao de
100ul da solucdo conjugada de antigénio-enzima seguida da adicdo de 100ul das
solucBes padrdo e amostras. Esta primeira etapa é realizada numa placa na qual
ndo existe anticorpo associado aos pocgos (Microplate Uncoated). Apos
ressuspensao do conteudo, este é entdo pipetado para a placa com o anticorpo
associado (Microplate Coated), seguindo-se um periodo de incubacdo de 60
minutos a uma temperatura aproximada de 18 a 24°C. Salientar que a temperatura
utilizada em cada um dos trés kits variou entre 21 e 23°C. ApGs a incubacdo das
amostras, foi feita uma sesséo de trés lavagens para cada um dos pocos utilizados
com 300pl de solucdo de lavagem (Wash Solution). Antes de proceder aos passos
seguintes, é imprescindivel que 0s poc¢os estejam totalmente secos e sem formacgéo
de bolhas de ar. Posteriormente sdo entdo adicionados 100ul de solugéo de cor
(Color Solution) através do qual se forma o produto de reacgdo colorido (cor azul)
resultante da ligagdo entre os anticorpos e antigénios ou anticorpos e composto
especifico presente na amostra. Segue-se entdo um novo periodo de incubagéo de
30 minutos (periodo no qual se desenvolve a cor azu). Para terminar, foram
adicionados 100pul de solucdo de paragem (STOP Solution). A paragem da reagéo
foi imediatamente observavel pois o produto colorido azul passou a amarelo, como
sinal de paragem de reacdo. Posteriormente foi realizada a leitura da placa, a

absorvancia de 450nm num aparelho especifico para a leitura de placas ELISA.

3.3.4.3. Leitura das placas e Software utilizado

A leitura das placas foi realizada utilizando o Microplate Scanning
Spectrophotome Power WaveTM (Bio Tec Instrumentals). O software para a leitura
dos resultados, associado ao programa, foi o KC Junior Operator’s Manual BioTel®
340.

O tratamento estatistico dos resultados foi realizado recorrendo a um
software online de andlise estatistica (Avery, 1997; Ahmed, 2013). Para a analise,
as concentracdes dos trés compostos foram comparadas recorrendo a um teste
ndo paramétrico (Mann-Whitney U Test) devido ao numero de amostras efetuadas.
As concentracdes foram comparadas entre estuarios, por estacdo de ano e ao

longo do gradiente de salinidade.
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Capitulo 4. Analise e Discussao dos resultados

4.1. Parametros fisico-quimicos

A avaliacdo da qualidade da &gua é geralmente baseada na medicao de
parametros fisico-quimicos e bacterioldgicos, indicadores numéricos utilizados
pelas entidades controladores para aferir a tipologia e qualidade da &agua de

determinado meio.

No presente trabalho foram apenas registados os parametros fisico-
guimicos e os dados obtidos para a discussao dos resultados sédo apresentados nas

Figuras 9 a 15 e nos Apéndice 1 e 2.

Os resultados obtidos pela analise de variancia ndo paramétrica (two away
PERMANOVA) evidenciam diferencas significativas nos parametros abiéticos entre
as estagbes do ano e entre os pontos de amostragem (estacdo: pseudo-F=11,83;
p<0,0001; ponto de amostragem: pseudo-F=18,89; p<0,0001), mas nao na
interacdo estacdo do ano x ponto de amostragem (p>0,05).

Fazendo uma analise univariada (por recurso a uma ANOVA), cada
variavel abidtica apresentou um padrao diferente (Anexo 8 - Tabela 14). No geral,
todos os parametros abibticos, exceto do pH e a concentracdo de clorofilas,
apresentaram variacbes sazonais com diferencas significativas. O pH apenas
apresentou diferencas significativas quando comparado por ponto de amostragem,

e para a concentragdo em clorofilas.

No geral, ndo se verificaram variacdes significativas quer para ponto de

amostragem quer para estacao do ano.

4.1.1. Temperatura

A temperatura é um parametro de grande importanica uma vez que tem
grande influencia nas rea¢gfes quimicas e bioquimicas que ocorrem na agua, na
solubilidade dos gases e na taxa de crescimento dos microrganismos. A
temperatura superficial é influenciada por diversos factores de entre os quais a

latitude, altitude, a sazonalidade, periodo do dia e profundidade.

No estuario do rio Minho, de acordo com a bibliografia consultada, a

temperatura anual média é de 14°C para zonas a jusante e intermédias e de 9,5°C
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para zonas mais afastadas do litoral, como consequéncia do afastamento litoral e
da elevada altitude (PBH, 2001; Aradjo, 2011).

Tendo em consideracdo o periodo do dia em que foi feita o registo dos
parametros (periodo da tarde) os resultados obtidos para a variagdo da temperatua
a superficie sdo representaods na Figura 9.

25 -
20 -

o

.

< 15 -

2 s1

©

S 10 - S2

E S3
5,
0

Primavera Verao Outono Inverno
Estacdo do ano

Figura 9 - Média e desvio padrdo da variacdo sazonal da temperatura (°C) ao
longo dos trés pontos de amostragem. S1 — Foz; S2 - Ferry; S3 - Sapal.

Os presentes resultados confirmam a tendéncia sazonal inerente a cada
estacdo: maximos observados no verdo e minimos no inverno. Os valores de
temperatura variaram ndo s6 durante as estagdes do ano mas também por pontos
de amostragem. O valor mais elevado de temperatura foi registado no verédo, no
ponto de amostragem S3 (Sapal) com 21,93°C e no inverno foi registado o valor
mais baixo, no ponto S1 (Foz) com 9,55°C, possivelmente associado ao predominio
da agua do mar. As médias e desvios-padrdo referentes aos valores registados

para a temperatura sdo apresentados no Apéndice 1.

4.1.2. Salinidade

De acordo com dados obtidos na literatura consultada, a salinidade do
estuario do rio Minho varia de 0,1 a 34,5 (Araudjo, 2011). Os resultados obtidos para

os valores registados sdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Média e desvio padréo da variacdo sazonal da salinidade (psu) ao
longo dos trés pontos de amostragem. S1 — Foz; S2 - Ferry; S3 - Sapal.

De acordo com os dados obtidos para a salinidade, verificou-se uma
variagdo elevada ao longo dos diferentes pontos de amostragem, acompanhando a
distancia a foz. Os maiores valores referentes a estes parametros foram registados
no Verdao e Outono, sendo que é no Outono onde é evidenciada uma maior
diferenca entre pontos com valores mais elevados. Os valores mais baixos foram
registados no Inverno. Assim, e atendendo aos valores encontrados, o valor mais
elevado para a salinidade foi registado no Outono, no ponto de amostragem S2
com 31,90 psu e o valor mais baixo foi registado no Inverno, no ponto de
amostragem S3 com 0,05 psu. Esta diferenca de valores entre pontos de
amostragem esta relacionada com a distancia dos pontos a Foz e entre estacdes
do ano podera estar relacionada com o caudal do rio. O caudal do rio é influenciado

pela temperatura anual, sendo o Verao a estacdo na qual o caudal € menor.

4.1.3. Condutividade

A condutividade € um parametro de medicdo da qualidade da agua que
permite conhecer o grau de mineralizagdo de determinada massa de 4gua. Existe
uma forte relacdo entre a quantidade de minerais dissolvidos e a resisténcia que a
condutividade oferece a passagem da corrente elétrica. Segundo esta relagéao,
qguanto maior for a quantidade de minerais dissolvidos maior sera a condutividade
presente. A condutividade por sua vez é influenciada pela temperatura e segue o

mesmo padrdo de variacdo da salinidade. A condutividade é expressa em micro
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Siemens (uScm™), a 25°C de temperatura. Na Figura 11 sdo apresentados 0s

valores registados para este parametro.
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Figura 11 - Média e desvio padrdo da variacdo sazonal da condutividade (mScm™)
ao longo dos trés pontos de amostragem. S1 — Foz; S2 - Ferry; S3 - Sapal.

Pela analise dos resultados verifica-se que a condutividade seguiu a
tendéncia geral da salinidade com valores mais elevados no Verao e Outono, sendo
no Outono registada a presenca de valores mais elevados em todos os pontos de
amostragem. O decréscimo da condutividade estd associado com o afastamento
dos pontos de amostragem a Foz. O valor mais elevado para este parametro foi

registado no ponto S2 com 48,9 uScm™ e o valor mais baixo foi registado no ponto

4.1.4. Potencial de hidrogénio, pH

De acordo com os dados estatisticos consultados na bibliografia utilizada,
o estuario do rio Minho apresenta valores de pH que podem variar entre 5,7 a 7,92
no canal principal e afluentes (Aradjo, 2011) sendo esta variacdo alterada com a
proximidade a Foz do rio Minho. Os valores encontrados para o pH sao

apresentados na Figura 12.
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Figura 12 - Média e desvio padrdo da variacdo sazonal do pH ao longo dos trés
pontos de amostragem. S1 — Foz; S2 - Ferry; S3 - Sapal.

De acordo com os valores encontrados, o pH varia de um minimo de 8,10
a 8,90. O menor valor de pH foi registado no ponto S2 e o maior valore registado no
ponto S3. A diferenga de valores encontrados com aqueles que foram consultados
na bibliografia utilizada, pode estar relacionada com a proximidade dos pontos de

amostragem deste estudo a foz.

4.1.5. Oxigénio Dissolvido, OD

No geral, todos 0s organismos aquaticos estdo dependentes do oxigénio
presente no meio para manter a atividade metabdlica que lhes permite a producéo

de energia para o seu crescimento e reproducao (Sousa, 2001)

Num conjunto de gases presentes em aguas naturais, a concentragédo de
oxigénio (O,) e de dioxido de carbono (CO,) sdo as mais elevadas. Num
ecossistema de transicdo, o oxigénio dissolvido pode tornar-se limitante. Este
parametro € fundamental para a manutencdo e sobrevivéncia das comunidades
aquaticas aeroébicas. A solubilidade deste parametro é dependente de trés fatores:
pressdo atmosférica, temperatura e salinidade da agua. O teor de OD é
inversamente proporcional a temperatura. Em termos biol6gicos, a % de OD é um
indicador mais importante, do que concentracdo de OD, uma vez que nos indica se
existem processos bioldgicos e/ou quimicos que estejam a retirar 0 oxigénios das
aguas, colocando em risco ndao s6 a qualidade do mesmo como das espécies

aquaticas.
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De acordo com os valores publicados, o intervalo de variagcdo da
percentagem de OD no caudal principal do rio Minho € de 64,7 a 131 e o intervalo
de variacdo para a concentracdo de OD no caudal principal é de 4,62 a 13,89
(Fidalgo e Barbosa, 1994; Fidalgo, 1998; Araujo, 2011). No entanto estes valores
podem variar dependendo dos fatores acima referidos.

Na Figura 13 sdo apresentados os valores registados para a percentagem
de OD presente no estuario do rio Minho.
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Figura 13 - Média e desvio padrdo da variacdo sazonal do oxigénio dissolvido
(%) ao longo dos trés pontos de amostragem. S1 — Foz; S2 - Ferry; S3 - Sapal.

Os valores registados para a percentagem de OD denotam uma variagédo
significativa ao longo dos trés pontos de amostragem e estacdes do ano. Os
valores mais elevados foram registados na Primavera. O valor mais elevado foi
registado no ponto S2 com 102,64% e o valor mais baixo foi registado no ponto S3
com 91,70%

Na Figura 14 sdo apresentados os valores registados para a concentracao
de OD.
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Figura 14 - Média e desvio padrdo da variacdo sazonal do oxigénio dissolvido
(mgL™) ao longo dos trés pontos de amostragem. S1 — Foz; S2 - Ferry; S3 -
Sapal.

A tendéncia para valores mais elevados na Primavera mantem-se, tal
como evidenciado para a %OD. Assim, o valor mais elevado para a concentragéo
de OD foi registado no ponto de amostragem S2 com 10,75 mgL™ e a valor mais
baixo foi também registado no ponto S2 com 7,90 mgL™. Tendo em consideracéo
os valores encontrados com o intervalo de variacdo anteriormente mencionado,
tanto a % como a concentracdo de OD encontram-se dentro dos valores até a data
reportados.

4.1.6. Clorofilas, Chrl

O teor em clorofilas é um parametro indicador da produtividade primaria,
isto €, da presenca de biomassa num determinado ecossistema aquatico. A sua
guantificacdo em ambientes aquéticos é de extrema importancia uma vez que as
diversas espécies de algas sdo responsaveis pelo processo de eutrofizacdo, um

fator indicador de poluicdo aquatica em situacfes extremas.

A monitorizacdo dos valores de clorofila em ambiente aquatico apresenta
como principal desvantagem o fato de ser muito dispendioso. De facto, a sonda de
clorofilas utilizada neste estudo foi bastante dispendiosa mas permite determinar
eficaz e rapidamente este parametro no meio.

Na Figura 15 sédo apresentados os valores registados para a concentracdo
das clorofilas.
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Figura 15 - Média e desvio padrdo da variagdo sazonal da concentracdo de
clorofilas (ugL'l) ao longo dos trés pontos de amostragem. S1 - Foz; S2 - Ferry;
S3 - Sapal.

Apesar da concentragdo em clorofilas n&o apresentar diferencas
significativas, apresentou valores mais elevados em esta¢des do ano nas quais a
temperatura foi também mais alta e por conseguinte caudal menor. Assim, o valor
mais elevado para a concentragdo de clorofilas foi registado no ponto de
amostragem S3 com 7,10 pgL™ e o valor mais baixo foi registado no ponto S1 com
1,20 pgL™. O valor mais elevado para a concentragdo de clorofilas pode estar
relacionado com uma situacdo de eutrofizacao local ja que, fazendo uma analise
geral do ponto S3, a estacdo do verdo foi aguela que apresentou uma maior
temperatura e menor quantidade de OD, quer em % quer em mgL™.

4.2. Compostos Disruptores endocrinos

Os dados obtidos para os niveis de concentragcdo evidenciados nos trés

estuarios em estudo sédo apresentados nas Tabelas 8, 9, 10 e 11.

Numa primeira etapa de discusséo serd avaliada a situagdo dos estuérios
em conjunto (Minho, Ave e Mondego), fazendo uma comparacéo acerca dos niveis
detetados para os trés compostos em estudo. Numa segunda fase, seréa feita uma
andlise em separado na qual, e para cada situacao, sera discutido o estado atual
dos trés estuarios, reportando niveis ja evidenciados noutros estudos nos mesmos
estudrios (Almeida et al., 2007; Ribeiro et al., 2009c e 2013).
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4.2.1. Concentracdes em EDCs

Na Tabela 8 s&o apresentados os resultados obtidos para a média (ngL™)
e coeficiente de variacdo (%) de concentracdo dos trés compostos em estudo nos

estuarios do Minho, Ave e Mondego.

Tabela 8 - Média (ngL'l) e coeficiente de variacdo (%) para os valores de concentragdo dos
trés EDC’s avaliados nos trés estuarios em estudo

o Composto [ngL™]
Estuario

E2 EE2 BPA

Minho 0.46 (37%) 0.30 (91%) 16.62 (125%)
n=12 n=12 n=6

Ave 0.79 (56%) 0.37 (94%) 46.28 (45%)
n=9 n=9 n=6

0.54 (27% 0.14 (27% 62.26 (204%

Mondego (27%) (27%) ( 0)
n=6 n=6 n=6

Apds uma andlise cuidada da globalidade dos resultados obtidos é de
notar que o composto com concentracdo mais elevada € o bisfenol A (BPA A),
atingindo um méximo de concentracdo no estuario do rio Mondego (62,26 + 0,17
ngL™?) (média + desvio-padrdo)'®. No mesmo estuéario, é evidenciada a menor
concentracdo, entre compostos, para o estrogénio sintético (173-etinilestradiol,
EE2) (0,14 + 0,04 ngL™).

Para os dois compostos estrogénicos, no geral, as concentraces
evidenciadas entre estuarios ndo apresentaram grande variagdo. Assim, no estuario
do Minho e Mondego registou-se a menor concentracdo para o0 estrogénio sintético
(EE2) e, no estuario do Ave registou-se a maior concentracdo para 0 estrogénio
natural (estradiol, E2). Para o BPA, o nivel atingido no estuario do rio Mondego é
cerca de quatro vezes superior ao detetado no Minho, e menos de metade do valor

da concentracdo detetada no Ave.

E contudo de notar que para o estuario do Ave apenas foi possivel
quantificar as amostras referentes a trés estacdes do ano (primavera, verdo e
inverno), enquanto que, para o estuario do Mondego apenas foi possivel quantificar

as amostras referentes a duas estac6es do ano (primavera e inverno).

10 . ~ . . s gz

O valor de desvio-padréo foi obtido recorrendo & féormula Cv = "/u na qual, o Cv se refere ao
coeficiente de variacéo, o o se refere ao desvio-padrao e o p se refere a média. Para efetuar o célculo
foram utilizados os valores reportados na Tabela 9.
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4.2.1.1. Estuario do rio Minho

Na Tabela 9 s&o apresentados os resultados obtidos para a média (ngL™)
e coeficiente de variacdo (%) de concentracdo dos trés compostos em estudo no
estuario do rio Minho. Na Tabela 9 é de salientar ainda que a disposi¢cdo dos pontos
de amostragem ¢é feita de acordo com o nivel decrescente de gradiente de

salinidade.

Tabela 9 — Média (ngL-1) e coeficiente de variacdo (%) sazonal para os valores de
concentracao dos trés EDC’s avaliados no estuario do rio Minho.

Estuario do rio Minho
« Pontos de Composto [ngL™]
Estagao do ano amostragem = E5o =P
Foz 0.41 (4%) 0.64 (10%) 8.83 (11%)
_ Ferry 0.35 (3%) 0.70 (7%) 1.84 (17%)
primavera 2012
Sapal 0.44 (3%) 0.90 (5%) 3.47 (3%)
Todos os locais | 0.40 (11%) 0.75 (18%) 4.71 (78%)
Foz 0.61 (16%) 0.17 (5%) nd
Ferry 0.67 (3%) 0.18 (11%) nd
verdo 2012
Sapal 0.81 (8%) 0.20 (12%) nd
Todos os locais | 0.70 (15%) 0.18 (8%) nd
Foz 0.28 (2%) 0.13 (4%) nd
Ferry 0.53 (5%) 0.18 (9%) nd
outono 2012
Sapal 0.40 (3%) 0.15 (5%) nd
Todos os locais | 0.40 (31%) 0.15 (16%) nd
Foz 0.40 (1%) 0.16 (6%) 57.81 (6%)
_ Ferry 0.28 (9%) 0.11 (6%) 11.87 (2%)
inverno 2013
Sapal 0.30 (7%) 0.11 (2%) 15.90 (2%)
Todos os locais | 0.33 (20%) 0.13 (23%) | 28.53 (89%)

nd — ndo disponivel

Em cada local o coeficiente de variagdo (CV) é relativo a variabilidade entre duplicados. Em todos os locais o
CV corresponde a variabilidade entre locais.

Fazendo uma pequena analise temporal dos valores de concentragdo

encontrados, a primeira vista, 0 composto que mais se real¢ca é o BPA que atinge
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um maximo de concentracdo no inverno (57,81 + 3,47 ngL™)'". Atendendo a
estacdo do ano, seria de prever uma maior diluicho dos compostos, e por
conseguinte uma menor concentracdo dos compostos em estudo, devido ao
aumento do caudal do rio, resultante da elevada precipitacdo nesta época. No que
concerne aos niveis de estrogénios, embora as concentracdes encontradas sejam
relativamente baixas, valores pertencentes ao intervalo de variagdo de 0,11 a 0,90
ngL™, ndo se pode descuidar o efeito que as mesmas podem acarretar a longo

prazo. Esta ideia final também engloba o BPA.

Globalmente, e considerando os valores reportados por Rodrigues e
colaboradores (2006) para o estrogénio sintético EE2, os valores do presente
estudo sugerem que a contaminagdo por estrogénios sintéticos se manteve
relativamente estavel. Contudo, tendo em consideracdo o0 aumento de
concentracdo observado, estes resultados sugerem a necessidade de um estudo
mais detalhado para a avaliagdo da contaminag&o por estes compostos no estuario
do rio Minho e seus potenciais efeitos nefastos em vertebrados e invertebrados

deste ecossistema.

Importa referir também que a presenca de BPA tinha ja sido referenciada
neste estuario, no ano de 2007 (Almeida et al.,2007), mas apenas para uma matriz
de sedimento, retirada da parte terminal deste estuario. No entanto, a concentracao
de BPA reportada por Almeida (2007) foi em niveis mais baixos do que aqueles que
neste estudo foram evidenciados (0,1-0,6 ngL™). Estes valores, no entanto, séo
compreensiveis uma vez que a montante da foz do estuario do rio Minho existe
uma grande area industrial, tanto na parte portuguesa (Pélo industrial de Vila Nova
de Cerveira, freguesia de Campos), como na parte espanhola (Pdlo industrial de
Porrifio e Ourense), podendo assim ser esta a fonte de contaminacgdo através da

qual a Bacia Hidrografica do rio Minho é afetada (Antunes et al., 2011).

As variacfes de concentracdo observadas, ao longo do ciclo anual, neste
composto, sugerem a necessidade de uma monitorizacdo para a presenca deste
composto e, eventualmente, uma monitorizagdo que alerte para a necessidade de

implementacao de um projeto de mitigacao das fontes de polui¢cdo industrial.

11 . ~ . . s gz

O valor de desvio-padréo foi obtido recorrendo & féormula Cv = "/u na qual, o Cv se refere ao
coeficiente de variacéo, o o se refere ao desvio-padrao e o p se refere a média. Para efetuar o célculo
foram utilizados os valores reportados na Tabela 10.
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4.2.1.2. Estuario do rio Ave

Ao longo do tempo, varias tém sido as fontes de contamina¢édo gerada na
regido da Bacia Hidrogréafica do rio Ave. A descarga de efluentes nao tratados, no
geral urbanos e industriais, ao longo de longos anos, contribuiu para a diminuicdo
da qualidade das aguas deste ecossistema, de tal modo que as aguas deste
ecossistema foram declaradas como impréprias para consumo e, por vezes, até
para contacto direto (MARETEC, 2013). Estudos prévios confirmam esta ideia
dando a conhecer elevados niveis de poluicdo aquatica patente nesta area (Rocha
et al., 2013).

Na Tabela 10 s@o apresentados os resultados obtidos para a média (ngL-
1) e coeficiente de variacdo (%) de concentracéo dos trés compostos em estudo no
estuario do rio Ave. E de salientar ainda que a disposicdo dos pontos de
amostragem na Tabela 10 é feita tendo em consideracdo o gradiente de salinidade

do maior para o menor.
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Tabela 10 - Média (ngL™) e coeficiente de variacdo (%) sazonal para os valores de
concentracao dos trés EDC’s avaliados no estuario do rio Ave.

Estuério do rio Ave
Composto [ngL™
Estacdo do ano Pontos de p [ngL™]
amostragem E2 EE2 BPA
Canal 0.90 (5%) 0.93 (4%) 59.68 (7%)
_ Praia 0.96 (13%) 0.88 (13%) 19.34 (1%)
primavera 2012 :
Estaleiros 1.40 (4%) 0.69 (1%) 65.35 (0%)
Todos os locais | 1.09 (25%) 0.83 (15%) | 48.12 (52%)
Canal 0.48 (6%) 0.16 (7%) nd
Praia 0.58 (3%) 0.18 (5%) nd
verdo 2012 :
Estaleiros 1.56 (3%) 0.18 (10%) nd
Todos os locais | 0.87 (68%) 0.17 (7%) nd
Canal 0.38 (4%) 0.11 (0%) 22.78 (9%)
Praia 0.44 (14%) 0.12 (2%) 63.88 (12%)
inverno 2013 -
Estaleiros 0.43 (2%) 0.11 (11%) 46.63 (8%)
Todos os locais |  0.42 (8%) 0.11 (5%) 63.88 (46%)

nd — ndo disponivel

Em cada local o coeficiente de variagdo (CV) é relativo a variabilidade entre duplicados. Em todos os locais o
CV corresponde a variabilidade entre locais.

Tendo em consideracdo as informacdes acima referidas e os valores
apresentados na Tabela 5, verifica-se, no geral, uma menor concentragdo dos
niveis de compostos em relacdo ao verificado no passado (Rocha et al., 2013). E
de notar que, entre compostos, a menor concentracdo encontrada esta relacionada
com estrogénios naturais (E2) e sintéticos (EE2), com uma variagdo de
concentracdo no intervalo de 0,11 a 1,56 ngL™ e que, em comparacéo com estes
niveis, o BPA apresenta-se em concentracfes muito mais elevadas, variacdo de
concentracdo no intervalo de 19 a 70 ngL™. Os valores aqui apresentados para o
BPA estdo dentro da mesma ordem de grandeza dos valores determinados por
Rocha e colaboradores (2013). Salientar que os dados obtidos dizem respeito a
pontos de amostragem nédo coincidentes com aqueles que foram considerados no
presente estudo e que as amostras de agua foram recolhidas no ano de 2010 nas

mesmas estacdes do ano.

60



Importa referir que 0s niveis de concentracdo de estrogénios apresentados
no presente estudo sdo mais baixos relativamente aos valores do estudo de 2013
(Rocha et al., 2013) (ordem de grandeza inferior para os niveis de EE2 detetados

no presente estudo).

A diferenca de valores referentes aos niveis de E2 e EE2 pode estar
relacionada com os investimentos no tratamento de efluentes que drenam para o
Ave, inseridos no projeto de despoluicdo da Bacia do Ave. Importa referir ainda que,
na atualidade, a monitorizacéo do rio Ave é realizada por 11 estacdes de qualidade
da &gua, 16 pontos de amostragem, 8 estacbes hidrométricas 20 estacdes

meteoroldgicas (Oliveira, 2006).

4.2.1.3. Estuério do rio Mondego

Atendendo a area envolvente do estuéario do rio Mondego, bem como ao
percurso realizado desde a nascente até a foz, nomeadamente a passagem por
areas agricolas, rurais, urbanizadas e industrializadas, seria de esperar variacdes

de valores de acordo com os pontos de amostragem.

Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados obtidos para a média (ngL™)
e coeficiente de variacdo (%) de concentracdo dos trés compostos em estudo no
estuario do rio Mondego. Referir ainda que, a disposicdo dos pontos de
amostragem na Tabela 11 é feita tendo em consideracdo o gradiente de salinidade

do maior para o menor.

61



Tabela 11 - Média (ngL™) e coeficiente de variacdo (%) sazonal para os valores de
concentracao dos trés EDC’s avaliados no estuario do rio Mondego.

Estuario do rio Mondego

Composto [ngL™
Estacdo do ano Pontos de p [ngL™]
amostragem E2 EE2 BPA
Doca 0.59 (3%) 0.19 (3%) 321.48 (2%)
_ Armazeéns 0.51 (5%) 0.16 (10%) 9.09 (35%)
primavera 2012
Pranto 0.79 (2%) 0.18 (2%) 6.66 (1%)
Todos os locais | 0.63 (23%) 0.17 (9%) 112.41 (161%)
Doca 0.35 (8%) 0.11 (1%) 17.57 (3%)
_ Armazéns 0.46 (2%) 0.10 (5%) 8.70 (19%)
inverno 2013
Pranto 0.54 (3%) 0.12 (9%) 10.07 (6%)
Todos os locais | 0.45 (21%) 0.11 (9%) 11.45 (32%)

Em cada local o coeficiente de variagdo (CV) é relativo a variabilidade entre duplicados. Em todos os locais o CV
corresponde a variabilidade entre locais.

Assim, e de acordo com valores apresentados na Tabela 11, verifica-se
que, ao contrario do que acontece com o bisfenol A (BPA), ndo existe variagéo
notavel quanto aos niveis de concentracdo de estrogenios (E2 e EE2). Para os
niveis de BPA, o maximo de concentracdo obtida foi detetada na Doca (321.48 +
6,43 ngL™)'* para ambas as estagfes (primavera e inverno) e nos restantes dois

pontos (Armazéns e Pranto) a variacao entre valores é pequena.

Fazendo uma analise geral dos pontos de amostragem, quanto aos niveis
de cada composto, 0 BPA é aquele que maior valor de concentragdo obteve na
média dos trés locais sendo a primavera de maior referéncia para a sua presenca
(112,41 + 181 ngL™).

Comparando os valores aqui apresentados com 0s niveis de concentragédo
reportados no estudo realizado por Ribeiro e colaboradores (2009c¢) verifica-se que,
as concentracdes para os estrogénios (E2 e EE2) mantém-se baixas (inferiores a
1,0 ngL™) ao passo que, a concentracdo do BPA apresenta-se como a mais

elevada (superior a 300 ngL™), o mesmo acontecendo com os valores encontrados

12 . ~ . . s gz

O valor de desvio-padréo foi obtido recorrendo & féormula Cv = "/u na qual, o Cv se refere ao
coeficiente de variacéo, o o se refere ao desvio-padrao e o p se refere a média. Para efetuar o célculo
foram utilizados os valores reportados na Tabela 12.
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no presente estudo. Importa ainda referir que, relativamente ao valor de
concentracéo do BPA, que a concentracdo mais elevada encontrada neste estudrio
€ mais baixa relativamente a encontrada que no ano de 2008 pelos autores (507
ngL™") para a mesma estacdo do ano. Esta situacdo pode estar relacionada com
medidas de mitigacdo implementadas na &rea, de forma a minimizar os impactos
que este composto pode ter ndo sé nos ecossistemas envolventes como nos

organismos.

4.2.2. VariagcOes sazonais

Os resultados obtidos sugerem a existéncia de variagbes sazonais na
contaminacdo dos trés estuarios (Minho, Ave e Mondego) pelos compostos em
estudo, de acordo com as oscilacbes sazonais evidenciadas nos valores

encontrados.

Em geral, no estuéario do rio Minho as concentragées dos 3 compostos
foram mais elevadas na primavera, apesar de nao ter sido possivel quantificar a
concentracdo de BPA para as estagbes do verdo e outono. Foi também na
primavera que se observaram valores mais altos para estrogénios naturais (E2) e
sintéticos (EE2) no estuario do Ave, enquanto que a concentragdo em BPA foi mais
elevada no inverno. No estuario do rio Mondego, observou-se uma grande
diferenca de valores entre as estacdes da primavera e inverno, apresentando

concentracdes na primavera, uma vez mais, com valores mais elevados.

4.2.3. VariagOes ao longo do gradiente de salinidade

Tendo em consideragdo o gradiente de salinidade em cada ponto de
amostragem nos trés estuarios em estudo, de um modo geral, os resultados

sugerem diferencas de concentracdo entre os compostos utilizados.

Dada a variacdo sazonal observada nos parametros abiéticos, incluindo
salinidade, seria contudo importante a confirmacdo deste padrdo de resultados
utilizando para este efeito um maior nUmero de pontos de amostragem, ndo so
coincidentes com aqueles que foram tratados neste estudo mas distribuidos a
montante da foz do rio Minho, e um maior nimero de réplicas por ponto de
amostragem, de forma a ser possivel a realizacdo de uma analise estatistica mais

cuidada e adequada ao numero de amostras em estudo.
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Capitulo 5. Conclusao e perspetivas futuras

No presente trabalho, é realgcado o conhecimento sobre EDCs, sobre os
seus efeitos em organismos aquaticos, sobre metodologias de quantificacdo e
sobre 0s niveis existentes em ecossistemas estuarinos. Diversos compostos de
origem natural e sintética funcionam como disruptores enddcrinos. A crescente
procura de novos farmacos e produtos Uteis a sociedade moderna, nas mais
diversas areas de aplicacdo, sugere que outros compostos ainda nao definidos
como tal venham a ser descobertos, podendo atualmente ser considerados como
“‘compostos emergentes”. Os EDCs tém no entanto em comum os efeitos nefastos
que se repercutem ao nivel da reproducdo, seja por interferéncia direta no
desenvolvimento das goénadas ou células reprodutoras, seja por influéncia no

desenvolvimento de caracteres sexuais.

Embora existam ja algumas referéncias principalmente a nivel
internacional, ainda é necessario aprofundar o conhecimento sobre esta tematica,
nomeadamente no que se refere a estuarios nacionais. Para alguns ambientes
salobros como o estuario do Tejo e Rias de Aveiro e Formosa, S40 poucos 0s
trabalhos sobre a presenca de EDCs. Este € também o caso do estuario do rio
Minho, uma area de reconhecido elevado valor para a conservacdo da natureza.
Para outros, como o Douro, h& indicagfes de niveis preocupantes em alguns EDCs,
niveis estes, bem mais elevados do que os registados em estuarios internacionais
(Ribeiro et al., 2009a; Rocha et al., 2012a).

Neste trabalho foram detetados e quantificados os niveis de trés
compostos disruptores enddcrinos (17B-estradiol (E2), 17B-etinilestradiol (EE2) e
bisfenol (BPA)) no estuario do Minho, onde trabalhos prévios sugeriam a
necessidade de uma avaliacdo acerca da contaminagdo dos estuarios em estudo
por compostos disruptores enddcrinos (Rodrigues el al., 2006; Ribeiro et al., 2009c;
Rocha et al., 2013). Os valores obtidos n&o diferiram muito dos valores reportados
nestes estudos utilizados como referéncia de comparagdo. No entanto, para
nenhum dos trés compostos em estudo, os valores obtidos no Minho se
aproximaram dos valores maximos observados nos dois estuarios de comparagéo
(Ave e Mondego). No entanto, os valores observados neste estudo revelam a
necessidade de analises futuras mais detalhadas para avaliar a evolugéo temporal
desta contaminacdo, assim como seus efeitos nas espécies de vertebrados e

invertebrados dos ecossistemas em estudo.
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Para os trés compostos, poderdo estar associadas a sua presenca fontes
de contaminacdo dos mesmos que se ndo forem controladas com programas de
monitorizacdo podem acarretar, a longo prazo, consequéncias nefastas para as
comunidades biologicas do ecossistema. Assim, e verificando-se a presenca dos
trés compostos nos trés estuarios, inclusive no estuério do Minho, a natureza dos

valores reportados pode advir de: (1) estrogénio natural (E2): zonas urbanas,

ETARs e/ou zonas de descarga de esgotos proximas dos pontos de coleta das

amostras; (2) estrogénio_sintético (EE2): zonas urbanas, efluentes hospitalares,

ETARSs; (3) bisfenol A (BPA): zonas industriais préximas dos pontos de coleta.

A pressédo urbana no estuario é geralmente relacionada com a densidade
populacional na area envolvente e nas areas a montante. Os estuarios do Minho e
do Mondego terdo por isso uma menor pressao urbana, pelo que se poderia
esperar uma menor concentragdo em estrogénios naturais, associados aos ciclos
hormonais naturais. O bisfenol é um indicador generalizado da pressao industrial, ja
gue é muito comum na producdo de diversos compostos quimicos. No Minho, a
pressao industrial esta mais patente na zona industrial da freguesia de Campos (a
montante da foz) e do lado espanhol no poligono industrial de Porrifio. No entanto,
os niveis de concentracdo de BPA encontrados no Minho (16,62 + 20,78 ngL™) n&o
atingem a mesma proporcdo detetada no Ave (46,28 + 20,83 ngL™) e Mondego
(62,26 +127,0 ngL™).

Dado que os valores maximos podem ser registados a montante ou na foz,
a quantificacdo de EDCs devera ser realizada ao longo do gradiente de salinidade.
Adicionalmente, ja que diferentes EDCs apresentam tendéncias sazonais variaveis
entre os diversos estuarios estudados até a data, ndo se devera descurar o estudo

sazonal das suas concentracoes.

Em paralelo com este trabalho, o projeto INPACTAR inclui também a
determinacdo da proporcdo de individuos que apresentam intersexualidade nas
populacdes naturais de gamarideos dos 3 estuarios. Sendo assim, como principais
perspectiva futuras, os niveis de EDCs aqui reportados e os que serdo publicados
num futuro proximo, poderdo ser correlacionados com a expressdo de
intersexualidade na espécie Echinogammarus marinus. Para além deste caso de
estudo, havera no entanto outras espécies estuarinas sujeitas a influéncia de EDCs
gue poderdo exprimir os seus efeitos. Como exemplo temos a feminizacdo da

papila urogenital no peixe Pomatoschistus minutus (Rodrigues et al., 2006), um
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pequeno caboz epibenténico muito abundante no estuério do Minho, que podera

ser um exemplo cuja investigagao futura deveria abordar.

Tal como ja& foi referido anteriormente, a presenca de compostos
disruptores enddcrinos em ambientes aquéticos afeta ndo s6 a qualidade do
ecossistema como também aporta consequéncias nefastas para as comunidades
biologicas. A presenca difundida destes compostos, em ecossistemas aquaticos,
tem promovido a implementacdo de programas de monitorizacdo cujo obijetivo
passe pela tentativa conjunta de diminuir os impactos desencadeados pela

presenca destes compostos nos ecossistemas aquaticos.

Muitos foram os estudos internacionais que, até a data, foram publicados
sendo alguns desses reportados neste trabalho. Nos mesmos, séo apresentadas
diversos niveis de concentracdo de EDCs associados aos mais diversos efeitos que
estes compostos promovem nos organismos. Contrariamente, poucos s&o 0s
estudos nacionais nos quais é feita uma andlise acerca da presenca de EDCs, em
meio aquéatico, assim como que implicacdes poderdo ter nestes ecossistemas. Nao
havendo, até a data, mais estudos que possam ser utilizados como via de
comparagdo com o presente estudo, no que concerne aos valores, ndo s6 destes
trés compostos em estudo, como também de outros EDCs, € necesséaria uma maior
amplitude de testes nos quais seja feita a avaliagdo destes compostos nestes e em

outros estuarios portugueses.
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Apéndice 1 - Média e desvio-padrdo dos parametros fisico-quimicos registados por estacdo do ano e ponto de amostragem no estuario do rio Minho (OD,
oxigénio dissolvido).

Parametros abiéticos
Ponto de - o L Oxigénio Oxigénio )
Sazonalidade empoeratura Salinidade Condunwjade oH dissolvido dissolvido Clorof-llas
amostragem °c) (psu) (uScm™) ) (malL) (ugL™)
Primavera S1 14,49 + 1,80 20,53 + 8,83 32,83+13,01 8,25+0,30 102,56 * 3,23 9,28 + 0,58 4,36 + 8,02
Veréo S1 17,23 £ 2,27 27,79 £10,39 42,42 + 1523 8,12+ 0,35 107,17 £ 8,70 8,81+0,54 4,92 + 2,31
Outono s1 1525+ 0,35 30,01 +4,12 46,20+576 825+021  9475%0,35 7,90 £ 0,28 1,40 + 0,42
Inverno s1 9,55+ 1,42 0,78 £ 0,13 153+0,21  820+060  94,60+1,61 10,75+£0,90 1,20+ 1,40
Primavera S2 1461+1,94  863%8,61 12,96+12,06 8,62+0,25 102,64 + 4,20 9,96 + 0,34 1,69 + 0,99
Veréo S2 21,20+ 0,77 8,05 + 3,06 12,20 + 3,50 8,10 £ 0,47 96,75+ 4,61 8,26 £ 0,45 3,47 £ 2,39
Outono S2 15,40 £ 0,00 31,90+ 0,95 48,90+ 1,24 8,40 £ 0,00 95,00 = 0,99 7,85+0,21 2,10+ 0,28
Inverno S2 10,77 £ 0,95 0,35+ 0,01 0,70 £ 0,01 8,60 + 0,42 94,10 + 3,35 10,33 £ 0,59 1,93+0,79
Primavera S3 13,95+2,34 2,02+2.21 3,77 4,01 8,44 £ 0,22 98,78 £ 3,11 10,09 + 0,65 1,36 + 1,02
Veréo S3 21,93+0,93 2,77 £ 2,27 5,04 + 3,96 8,56 £ 0,32 99,60 = 6,44 8,58 £ 0,59 7,10 £ 5,59
Outono S3 14,00 = 0,28 8,66 + 3,32 14,39 £ 5,90 8,60 + 0,14 91,70 = 8,80 = 1,40 £ 0,57
Inverno S3 10,33 £ 0,07 0,05 + 0,09 0,09 £ 0,19 8,90 + 0,57 93,48 + 0,57 10,45 = 0,07 2,58 + 0,00
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Apéndice 2 - Resultados da PERMANOVA para cada um dos parametros fisico-
quimicos entre estacdes do ano (estacdo) e ponto de amostragem. Diferencas
significativas em italico.

df pseudo -F p
3 77,89 <0,0001
2 2,457 >0,05
6 3,638 <0,05
3 17,6 <0,0001
2 46,29 <0,0001
6 4,277 <0,05
3 19,75 <0,0001
2 51,74 <0,0001
6 4,558 <0,05
Estacao 3 2,526 >0,05
pH Ponto de amostragem 2 6,372 <0,05
6
3
2
6
3
2
6
3
2
6

Estacao

Ponto de amostragem
Temperatura (°C) &

Interacao

Estacao

salinidade (psu) Ponto de amostragem

Interacao

Estacao

Condutividade (mScm™) Ponto de amostragem

Interacao

Interacao 1,421 >0,05
9,045 <0,0001
5,936  <0,05
1,753  >0,05
40,12 <0,0001
3,481  <0,05

2,42  <0,05
2,392  >0,05
0,7149  >0,05
0,6985  >0,05

Estacao
Oxigénio dissolvido (%) Ponto de amostragem
Interacgao

Estacao
Oxigénio dissolvido (mg/L) Ponto de amostragem
Interacao

Estacao
Clorofilas (pgL™) Ponto de amostragem
Interacao
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Anexo 1: Bacia Hidrografica do rio Minho referente a parte portuguesa. Fonte: PHB, 2001
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Legenda:
Areas Agricolas
B Terras araveis: alturas anuais
[ Qulturas permanentes
[ Prados
Areas agricolas heterogeneas
Florestas e Meios Semi-Naturais
I Florestas
[ Areas de vegetacdo arbustiva ou herbacea

Espacos abertos sem ou com pouca vegetacdo

Portuaal

B Espacos Artificais
Meios Aquaticos
B Zonas himidas continentais
I Zonas himidas mantimas
Planos de Agua

Aguas continentais

Aguas maritimas

T

1

Anexo 2 - Ocupacédo do solo na rea abrangida pela Bacia Hidrografica do rio Minho.

Fonte: SNIRH, 2014.
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Anexo 3 - Zonas industriais existentes na area portuguesa abrangida pela Bacia Hidrogréfica do rio Minho. Fonte: PHB, 2001.
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Anexo 4 - Sistemas de saneamento propostos para a area portuguesa abrangida pela Bacia Hidrogréafica do rio Minho.
Fonte: PHB, 2001.
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Anexo 5 - Representacdo das zonas com risco de poluicdo situadas na parte portuguesa da Bacia Hidrografica do rio Minho.
Fonte: PHB, 2001.



