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Este estudo teve como objectivo avaliar os efeitos do efluente de
origem doméstica eliminado através do emissario submarino da Guia no
ambiente marinho receptor. Foram recolhidas, em Julho de 2005, amostras
em trés locais (L1, L2 e L3) na vizinhanca do emissario submarino, para a
caracterizagéo fisico-quimica dos sedimentos e para o estudo da estrutura da
comunidade macrobenténica. L1 localiza-se entre os dois ramos do emissério
perto da area de difusdo do efluente, enquanto que L2 e L3 distam daquele
em 2 e 3 km, respectivamente.

Verificou-se que os sedimentos superficiais da area de estudo sdo de
areia fina com um baixo conteiddo em finos e sem sinais de ocorrer a
acumulacéo de sdlidos volateis totais na zona de difusdo dos efluentes. O
valor mais baixo de Eh (-28mV) foi determinado no local de amostragem mais
proximo dos difusores (L1).

Na caracterizagdo da macrofauna benténica foram recolhidas, no conjunto
dos trés locais de amostragem, 122 espécies e cerca de 5800 individuos que
apresentaram uma biomassa total de cerca de 220g. Verificou-se que a
abundancia e a biomassa decresceram com a distancia ao emissério
enquanto que a riqgueza em espécies e o indice de diversidade de Shannon-
Wiener aumentaram neste sentido. Em L1 dominaram em termos de
abundancia e de biomassa espécies oportunistas (Capitella spp. e Nassarius
reticulatus, respectivamente) que contribuiram em mais de 70% para a
abundancia e em mais de 48% para a biomassa daquele local. A abundancia
destas espécies diminuiu com a distancia ao emissario sendo em L3 o
complexo Capitella spp. substituido por Hyalinoecia bileneata considerada
uma espécie tipica daquela zona costeira. Também as curvas de dominancia
da abundancia e da biomassa (curvas ABC) sugerem a presenca de uma
comunidade macrobentdnica moderadamente perturbada em L1 diminuindo a
evidéncia da perturbagdo a medida que a distancia ao emissario aumenta.
Estes resultados suportam a hipétese de que a perturbacdo desta
comunidade se deve ao enriquecimento organico associado ao
funcionamento do emissério submarino.

Nos mesmos locais de amostragem determinaram-se 0s niveis de imposex
em Nassarius reticulatus. N&o se observaram diferencas significativas entre
os valores de comprimento de pénis (FPL) e de comprimento relativo de
pénis (RPLI) nos trés locais de amostragem, o0s quais variaram entre 0,093 e
0,124 e, entre 0,871 e 1,202, respectivamente. No entanto, verificou-se que o
indice de sequéncia do vaso deferente (VDSI) e a percentagem de fémeas
afectadas por imposex % | aumentaram significativamente com a disténcia ao



emissario (ANOVA: F= 34.9; P <0.001 para VDSI; F= 40,4; P <0,001 para %
[). O VDSI variou entre 0,418 e 0,842 enquanto que a % | variou entre 40,53
e 70,25%.

Colocou-se a hipotese de que o gradiente de intensidade de imposex
acima descrito se poderia dever a accdo de compostos estrogénicos
eventualmente presentes no efluente. Para testar esta hipotese realizaram-se
ensaios laboratoriais para avaliar o efeito de uma mistura de compostos com
actividade estrogénica (MCAE), geralmente presentes em aguas residuais
domésticas, no desenvolvimento de imposex. Para tal, expuseram-se fémeas
de N. reticulatus a tributilestanho (TBT) e a TBT (250 ng Sn-TBT/L) com
concentragcbes crescentes de MCAE (composta por 17 [-estradiol, 17a-
etinilestradiol, estrona e nonilfenol). Verificou-se, conforme esperado, que o
TBT induz o desenvolvimento de imposex em todos os tratamentos em que
foi introduzido mas ndo houve alteracdes significativas nos niveis daquele
parametro na presenca de MCAE, indicando que aqueles compostos
estrogénicos, nas condi¢cdes experimentais utilizadas, nao interferem no
desenvolvimento de imposex.
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This study aims to assess the effects of screened but untreated sewage
from a major city, discharged to the marine environment via an offshore outfall
(Guia). In July 2005, samples from three sites (L1, L2 and L3) were taken for
the sediment physical and chemical characteristics study and for the benthic
community structure study. L1 is located between the branches of the outfall in
the discharge area, and L2 and L3 are, respectivelly, 2 and 3 km distant from
L1.

The superficial sediments in the study area were composed of fine sand
with a low content of particles with less than 63 pm and without signs of volatile
solids accumulation close to the outfall. The lowest Eh value (-28mV) was
observed at the vicinity of the diffusers (L1).

A total of 122 species, representing around 5800 specimens with a total
wet weight biomass of 220g, were identified in the three sites. It was observed
that abundance and biomass decreased with the distance to the outfall while
species richness and Shannon-Wiener diversity index increased. Opportunist
species dominated in abundance (Capitela spp.) and biomass (Nassarius
reticulatus) in L1, contributing to more than 70% of the total abundance and to
more than 48% of the total biomass, respectively. The abundance of those taxa
decreased with the distance to the outfall being the complex Capitella spp.
absent at L3 site and replaced by Hyalinoecia bilineata.The
Abundance/Biomass comparison (ABC) curves also indicate that the
macrobenthic community was moderately disturbed in L1. The results support
the hypothesis of community disturbance due to organic enrichment related to
the operation of the outfall.

Imposex was asssessed in Nassarius reticulatus populations in the same
sampling sites. There were no significant differences in female penis length
(FPL) and relative penis length index (RPLI), which varied between 0,093 and
0,124 and, between 0,871 and 1,202, respectively. However, the vas deferens
sequence index (VDSI) and the percentage of females affected with imposex (%
[) increased sinificantly with the distance to the outfall (ANOVA: F= 34.9; P
<0.001 for VDSI; F= 40,4; P <0,001 for % I): the VDSI ranged from 0,418 to
0,842 and % I varied from 40,53 to 70,25%.

In an attempt to evaluate if a mixture of estrogenic active chemicals
(MCAE), at environmentally relevant concentrations, could cause a reduction of
imposex development under laboratory conditions, we have tested if exposure



to a mixture of 17 B-estradiol, 17a- ethinylestradiol, estrone and nonylphenol
could ameliorated the severity of imposex induced by tributyltin (TBT) in
Nassarius reticulatus. After 30 days of exposure, results demonstrated a
significant increase in FPL in all treatments where TBT (250 ng Sn-TBT/L) was
present. However, the addition of MCAE to TBT had no significant effects on the
development of imposex suggesting that these estrogenic compounds may
have no influence on imposex expression in this specie.
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1 - Introducio

A agua € o recurso mais abundante a superficie da Terra ocupando 71% da sua area.
Incolor, inodora, transparente e insipida, ¢ um composto quimico imprescindivel para a
vida e representa um suporte essencial dos ecossistemas. No entanto, as actividades
humanas influenciam cada vez mais o ciclo da 4gua (Kolpin et al, 2002) e desde a
revolugdo industrial do século XIX a poluicdo deste recurso natural foi aumentando,
tornando-se essencial proteger os seus reservatorios e fontes (Desbrow et al., 1998).
Estima-se que existam, provavelmente, cerca de 60 000 contaminantes organicos em aguas
doces e pelo menos 0 mesmo nimero em sistemas aquaticos marinhos. Estes compostos
tém origem em descargas de efluentes industriais, domésticos, agricolas e podem também
surgir de lixiviagdes a partir de depositos de residuos solidos, dguas contaminadas,
incineragdo, trafego aquatico ou descargas acidentais (DeFur et al., 1999).

Os oceanos apresentam, geralmente, uma extensa capacidade de assimiliacdo e sdo
por isso vulgarmente utilizados como meio receptor na eliminacdo de efluentes (Metcalf &
Eddy, 1991). Os emissarios submarinos constituem uma forma de transportar aguas
residuais domésticas e/ou industriais para zonas mais afastadas da costa, diminuindo
potencialmente a perturbacdo de sistemas de reconhecida sensibilidade e importancia como
as zonas estuarinas e locais de lazer junto a linha de costa. Em Portugal, o Decreto de Lei
n.° 152/97, de 19 de Junho, permite as descargas de efluentes urbanos nio sujeitos a
tratamento secundario em areas costeiras classificadas como menos sensiveis, desde que
haja uma actividade de monitorizagdo ambiental.

Os estudos de monitorizacdo ambiental associados a emissarios submarinos
incluem vulgarmente uma componente de avaliagdo da qualidade dos sedimentos
superficiais, uma vez que estes poderdo funcionar como reservatorio de contaminantes
persistentes (Power et al., 1991; Lamberson et al.,, 1992), com concentragdes varias vezes
superiores as existentes na coluna de agua (Chapman, 1986) e, por isso, os impactos
poderdo aqui surgir antes de ocorrerem manifestacdes ao nivel da coluna de agua
(Chapman et al., 1996). No entanto, a andlise da qualidade de sedimentos recorrendo
apenas a dados de natureza quimica poderdo fornecer informagdo limitada ou sem
capacidade de evidenciar perturbagdes biologicas que poderdo ocorrer devido a

contaminac¢do (Long and Chapman, 1985). Em estudos de qualidade sedimentar, para além



de se determinar o grau de contaminagdo quimica dos sedimentos, sdo também utilizados
métodos para avaliacdo de efeitos bioldogicos. Com este objectivo, podem ser realizados
estudos relacionados com a estrutura das comunidades residentes, testes de toxicidade
sedimentar, andlise quimica de tecidos e estudos patologicos em organismos residentes.
Apesar da importancia da informag¢do que cada um destes componentes fornece, a
complexidade e a dinamica do ambiente ndo permitem que nenhum deles, por si so,
forneca uma informagdo completa. Os estudos integrados revelam-se, desta forma, de
grande utilidade para definir a qualidade dos sedimentos superficiais (Chapman, 1992).

A avaliagdo da composicdo e da estrutura das comunidades residentes,
nomeadamente da macrofauna bentdnica, constitui uma forma de obter informagao acerca
de efeitos de contaminantes em sistemas aquaticos. As comunidades bentdnicas sao
particularmente sensiveis aos contaminantes dos sedimentos e, pelas suas caracteristicas,
constituem um dos elementos do ecossistema com maior interesse para a concretizacdo
daquele objectivo, uma vez que:

— sdo importantes no funcionamento de ecossistemas aquaticos e na cadeia
alimentar para niveis tréficos superiores;

— estabelecem uma estreita relagdo com o sedimento e apresentam uma
intervencgdo activa nos processos sedimentares, como por exemplo a oxigenagao;

— apresentam, na maioria das espécies, uma elevada longevidade e um estilo
de vida sedentario;

— apresentam uma elevada sensibilidade a influéncias antropogénicas, como ¢
o caso do enriquecimento organico;

— permitem a obtenc¢do de amostras quantitativas;

— existe, actualmente, um vasto conhecimento sobre a biologia das espécies
(Clarke & Warwick, 1994; Ingersoll et al., 1997).

As alteragdes na composi¢do e na estrutura das comunidades de um determinado
local estdo associadas a diferente sensibilidade das espécies perante os contaminantes. As
espécies com maior sensibilidade poderao ser afectadas ndo s6 por contaminantes de efeito
agudo que induzem mortalidades elevadas (originando frequentemente o desaparecimento
de espécies), como por contaminantes de efeito cronico capazes de induzir perturbagdes na
capacidade de alimentacgdo, no recrutamento, no crescimento, na fertilidade e/ou em outros

processos fisiologicos dos organismos. As populagdes das espécies tolerantes permanecem



normalmente inalteradas e, nos casos em que a perturbacdo do meio se deve a presenga de
uma fonte de enriquecimento organico, algumas espécies podem mostrar um aumento
significativo da sua abundancia (ex. Capitella spp.) por beneficiarem do estado de
contaminacdo (Warwick et al., 1994; Macleod et al., 2004).

Uma das grandes causas de poluicdo dos ambientes aquaticos € o enriquecimento
organico (Litle, 2000). Por esta razdo, muitos dos estudos realizados sobre os efeitos
biologicos de poluentes incidem na avaliacdo/diagnostico e monitorizagdo dos efeitos
desse enriquecimento organico a longo prazo na estrutura das comunidades. Com esse
intuito procede-se a andlise de diferentes variaveis bioldgicas como as variagdes da riqueza
especifica (S - namero total de espécies presentes), da abundancia em individuos (A —
quantidade de individuos presentes em cada espécie identificada), da biomassa (B — massa
total dos individuos de cada espécie identificada), a abundancia por espécie (A/S) e a
biomassa por individuo (B/A), a identificacdo de espécies indicadoras e ao estudo dos
modelos de estrutura de comunidade baseados na distribuicdo da abundancia e/ou
biomassa de determinadas espécies (Clarke &Warwick, 1994).

Para além de poderem constituir uma fonte de enriquecimento organico de ambientes
aquaticos, os efluentes domésticos sdo ainda responsaveis pela entrada de compostos
farmacéuticos no meio ambiente (van der Ven et al, 2006). Estes tém-se tornado cada vez
mais importantes como potenciais contaminantes ambientais devido ndo s6 a ampla
distribuicdo que apresentam nos sistemas aquaticos mas ainda, por apresentarem
mecanismos de acgdo especificos, tornando-os eficazes mesmo em baixas concentragdes
(Fent et al., 2006; van der Ven et al., 2006). Devido a sua ocorréncia no meio ambiente e a
sua actividade bioldgica intrinseca, os compostos farmacéuticos de uso humano tém sido
alvos de crescente atencdo por parte de entidades responsaveis pela Qualidade Ambiental e
de Saude Publica (van der Ven et al., 2006). Os compostos farmacéuticos que
potencialmente sdo capazes de alterar o normal funcionamento do sistema endocrino bem
como o estado fisiologico dos animais tém-se revelado uma crescente fonte de
preocupacdo (Kolpin et al., 2002). Uma outra fonte de preocupacao surge ainda do facto de
muitos farmacos ndo serem completamente metabolizados pelos humanos ou pelos animais,
podendo por isso ser rejeitados para o meio ambiente quer na forma original quer na forma
de metabolitos (activos ou ndo). Os farmacos e os seus metabolitos poderdo apresentar

elevada persisténcia nos meios aquaticos e, apesar de serem amplamente detectados, existe



pouca informacao sobre o seu transporte e destino nos sistemas aquiferos (Lorphensri et al.,
2006).

Um disruptor endécrino € uma substancia exégena que provoca efeitos adversos na
satide de um organismo intacto, ou na sua descendéncia, como consequéncia de alteragdes
na sua fun¢do enddcrina. Um potencial disruptor enddcrino € uma substancia que possui
propriedades que podem conduzir a disrup¢do enddcrina num organismo intacto (DeFur et
al., 1999). Uma outra defini¢do descreve os disruptores enddcrinos como agentes exogenos
que interferem com a produgao, libertacdo, transporte, metabolismo, ligagdo, actividade ou
eliminagdo das hormonas naturais responsaveis pela manutengdo da homeostase e pela
regulacdo de processos vitais do organismo (Kaviock, 1999).

Existe, actualmente, uma extensa lista de compostos quimicos que parecem ser
capazes de provocar disrupcdo nos sistemas enddcrinos dos animais. Entre eles
encontramos, por exemplo, estrogénios ambientais (compostos bifendlicos), dioxinas,
pesticidas (DDT, endossulfao), metais pesados (ex. cadmio) (Deplegdge et al., 1999).
Alguns destes compostos sintéticos, como por exemplo, o bisfenol A e o nonilfenol
(bifenis policlorados) apresentam um anel fendlico que se assemelha ao anel A das
hormonas esterdides podendo actuar como agonistas ou antagonistas dos receptores de
estrogénios. Embora a afinidade destes compostos aquele receptor seja relativamente baixa,
a sua ampla distribui¢do, persisténcia no meio ambiente e a bioacumula¢do nos organismos,
suscitaram preocupa¢do quanto a sua potencial toxicidade para os seres vivos (Hardman &
Gilman, 2003). De facto, o nonilfenol, um produto de degradacdo de surfactantes
etoxilados de alquilfendis usados na formulagdo de uma grande variedade de lubrificantes,
detergentes, pesticidas e resinas (Tolls et al., 1994), exibe a capacidade de se ligar
completamente ao receptor de estrogénios humano e, consequentemente, de alterar o
sistema de regulagdo hormonal em mamiferos, peixes e invertebrados (Soto et al., 1991;
Tabira et al., 1999; Nakamura et al., 2002; Staples et al., 2004).

Ap6s a detecg@o destes produtos quimicos no meio ambiente, tornou-se evidente a
ligagdo da contaminag¢do de ambientes aquaticos com uma grande variedade de anomalias
no crescimento e reproducdo em algumas espécies (Desbrow et al, 1998), existindo
evidéncias de que uma grande variedade de quimicos com origem antropogénica apresenta
propriedades e mecanismos de ac¢do semelhantes a hormonas enddgenas (Orn et al., 2003).

Os disttrbios hormonais observados em varias espécies selvagens incluem desde alteracdes



de sexo em peixes e em gastropodes, a alteragdes na capacidade reprodutiva de aves e
anomalias em 6rgdos reprodutores de crocodilos e ursos polares (Deplegdge et al., 1999).
Por outro lado, o aumento do numero de casos de cancro hormono-dependentes e a
diminui¢do da quantidade e qualidade dos gametas sexuais nos humanos levantaram
suspeitas sobre o papel desses composto nestes problemas (Kolpin ef al., 2002).

As hormonas esterdides naturais sdo um grupo de compostos biologicamente activos
sintetizados a partir do colesterol e que apresentam em comum um anel ciclopentano-o-
perhidrofenantereno. Sdo produzidos pelo cortex adrenal, testiculos, ovarios e placenta nos
vertebrados e incluem progestogénios, glucocorticdides, mineralocorticdides, androgénios
e estrogénios. Os estrogénios (estradiol, estrona e estriol) sdo predominantemente
hormonas femininas e vitais para a manuten¢cdo da homeostase dos tecidos reprodutivos,
pele e cérebro (Hardman & Gilman, 2003). Nos mamiferos, os estrogénios sofrem varias
transformagdes, principalmente a nivel hepatico. Sdo frequentemente oxidados,
hidrolisados e metilados antes da conjugacdo final com &cido glucorénico sendo
excretados maioritariamente na forma de conjugados polares inactivos. Por exemplo, o
17B-estradiol é rapidamente oxidado em estrona que pode ser convertido em estriol, o
principal produto de excre¢do. O 170-etinilestradiol, um estrogénio sintético vulgarmente
encontrado na composicdo de anticoncepcionais orais, ¢ eliminado principalmente na
forma conjugada com écido glucurénico ou com arilsulfatos (Hardman & Gilman, 2003).
A questdo que se levanta ¢ se estes conjugados dos estrogénios naturais e sintéticos
inactivos podem ser convertidos nas formas activas, através da actividade enzimatica de p3-
glucuronidases no meio ambiente ou nas estagdes de tratamento de aguas residuais (ETAR),
aumentando a concentragdo ambiental destes. Esta hipotese ¢ suportada pela deteccdo de
varios estrogénios na forma ndo conjugada como o 17(3-estradiol, a estrona, o 160-
hidroxiestrona e o 170-etinilestradiol em efluentes de ETARs e em &aguas superficiais
(Desbrow et al., 1998; Larsson et al., 1999; Ternes et al., 1999; Quinn et al., 2004).

Apesar de ser conhecido o efeito estrogénico de muitos compostos quimicos,
resistem duvidas sobre se as concentragdes em que eles se encontram no meio ambiente
sdo suficientes para causar efeitos fisiolégicos adversos nos individuos expostos (Kolpin et
al., 2002). Sabe-se que alguns destes compostos conseguem exercer efeito sobre o sistema
endocrino de determinados seres vivos mesmo quando presentes no meio aquatico em

concentragdes bastante baixas. Por isso, ¢ essencial a quantificacdo de hormonas esteroides



sexuais e seus compostos sintéticos similares na dgua ou em efluentes domésticos. No
entanto, isto constitui um desafio analitico devido ndo s6 a complexidade da matriz, a qual
podera apresentar inimeros compostos interferentes na analise dos analitos alvo, mas
também devido aos baixos limites de deteccdo necessarios para a sua determinagdo
(~Ing/L). Assim, para a determinacdo de esterdides sexuais naturais e sintéticos em
amostras de dgua sdo necessarias técnicas analiticas de elevada precisdo e exactidao que se
tornam bastante complexas e demoradas (Alda & Barcelo, 2001).

No anexo 1 encontra-se uma tabela com uma revisdo bibliografica sobre
concentragdes de estrona, 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol, estriol, e nonilfenol presentes
em influentes (4guas residuais que entram na ETAR através dos sistemas colectores),
efluentes (dguas residuais resultantes dos tratamentos dos influentes ao nivel da ETAR) ou
em aguas de rio.

Na investigacdo de compostos com actividade estrogénica presentes em efluentes de
ETARs e seus potenciais efeitos em individuos de varias espécies a eles expostos
(Desbrow et al., 1998; Larsson et al., 1999; Robinson et al., 2003; Solé et al., 2003; Nakari,
2004; Quinn et al., 2004), verificou-se que a fraccdo com maior actividade estrogénica
(identificada por bio-ensaio com uma levedura que expressa o receptor de estrogénios
humano) co-eluiu com os padrdes de 170-etinilestradiol (Desbrow et al., 1998; Larsson et
al., 1999; Quinn et al., 2004), de 17p-estradiol (Desbrow et al., 1998; Larsson et al., 1999;
Quinn et al., 2004), de bisfenol A (Larsson et al., 1999; Quinn et al., 2004) e de estrona
(Desbrow et al.,, 1998; Larsson et al., 1999). Estes resultados sugerem que poderdo ser
estes compostos os responsaveis pela actividade estrogénica observada para os efluentes de
ETARs (Desbrow et al., 1998; Quinn et al, 2004). Os que suscitam maior interesse no
ambiente aquatico, devido ao seu potencial como disruptores enddcrinos sdo a estrona, o
17B-estradiol, o estriol € o 170-etinilestradiol (Ying et al., 2002).

Com o intuito de avaliar o risco da exposi¢ao dos individuos a este tipo de compostos,
sdo inumeros os estudos desenvolvidos nesta area. Os compostos estrogénicos sao
conhecidos por provocarem um grande niimero de efeitos em peixes: alteracdo no controlo
da sintese de vitelogenina (Larsson et al., 1999; Halm et al., 2002; Solé et al., 2002; Orn et
al., 2003; Robinson et al., 2003; Solé et al., 2003; Nakari, 2004; Versonnen & Janssen,
2004), na producao do involucro proteico de vitelina, na diferenciacdo de gonadas (Halm

et al., 2002; Kinnberg et al, 2003; Robinson et al, 2003), no desenvolvimento de



caracteres sexuais secundarios, estando descritas alteracdes na relagdo entre o nimero de
individuos de cada sexo, favoravel as fémeas, ou até uma total reversdo de sexo (Orn et al.,
2003; Nakari, 2004; Park et al, 2004), na secrecdo de gonadotropina, na sintese de
receptores estrogénicos, na comunica¢do feromonal, na formagdo 6ssea e na homeostase
do calcio (Larsson et al., 1999).

A deteccdo de efeitos em organismos expostos prende-se ndo s6 com a concentragao
em que esses compostos se encontram no meio aquatico mas também com a sensibilidade
da espécie e, sobretudo, com a fase do ciclo de vida em que ocorre a exposicdo. A
exposicdo a este grupo de compostos em fases precoces do desenvolvimento, podera
conduzir nos machos a uma alteracdo das suas gdénadas, impossibilitando a producdo de
gametas vidveis, e nas fémeas, alteracdo na sua homeostasia hormonal a qual se podera
traduzir numa diminui¢do de fertilidade.

Algumas Agéncias Reguladoras em varios paises da Europa discutem, actualmente,
planos para a implementacdo de programas de avaliacdo de disrupg¢do enddcrina em
organismos aquaticos, os quais poderdo utilizar peixes e/ou invertebrados como espécies
sentinela. Define-se como espécies sentinela aquelas que, em virtude das suas
caracteristicas fisiologicas e comportamentais tnicas, ou devido ao seu posicionamento na
cadeia alimentar, sdo as primeiras a responder a agentes de stress presentes no ambiente
(Kaviock et al., 1999). Com a implementacdo destes programas pretende-se, por um lado,
avaliar a existéncia de alteracdo na capacidade reprodutiva dos organismos aquaticos e, por
outro lado, procurar e identificar possiveis causas e impactos nas populagdes alvo (DeFur
et al., 1999).

Sao vérios os estudos que evidenciam respostas bioldgicas em vertebrados aquéticos
face a exposicdo a disruptores enddcrinos, no entanto, poucos sdo os estudos conduzidos
em invertebrados apesar da sua importancia ecologica (estes constituem cerca de 95 a 98%
do total de espécies animais conhecidas). Esta situagdo podera dever-se ao limitado
conhecimento quanto a sua endocrinologia sabendo-se, contudo, que muitas das espécies
de invertebrados estudadas possuem, em quantidades mensuraveis, uma complexa mistura
de compostos relativamente semelhantes as hormonas encontradas nos vertebrados e, que
alguns contaminantes ambientais podem causar efeitos no sistema enddcrino de
invertebrados através de um de trés mecanismos possiveis: por actuarem como agonistas

ou como antagonistas de hormonas, por interferirem com processos bioquimicos



associados a producdo, disponibilidade ou metabolismo de hormonas, ou por modulagdo
dos seus receptores (DeFur et al., 1999).

O niimero limitado de estudos de disrup¢do enddcrina conduzidos em invertebrados
conhece uma excepg¢do no que se refere ao estudo dos efeitos do tributilestanho (TBT) e
outros compostos organoestdnicos em gastropodes (Matthiessen & Gibbs, 1998;
Hutchinson, 2002; Quinn et al., 2004). A presenca de caracteres sexuais masculinos em
fémeas de prosobranquios foi pela primeira vez descrita por Blaber (1970) em Nucella
lapillus e, um ano mais tarde, Smith (1971) observou o mesmo em fémeas de Nassarius
obsoleta ¢ designou este fenomeno de “imposex ™.

Os efeitos do TBT em gastropodes constituem o exemplo mais ilustrativo dos efeitos
de um composto disruptor enddcrino sobre invertebrados marinhos. A grande utilizacdo de
tintas com este tipo de composto em embarcagdes, associado a sua degradacdo lenta e
limitada, conduziram a concentracdes de TBT ecologicamente relevantes nos sistemas
aquaticos. Estdo descritos efeitos cronicos do TBT sobre gastropodes para concentragdes
que variam entre os 0,1 e os 10ng/L e, ao longo das ultimas décadas, numerosos estudos
revelaram a presenca de imposex em mais de 150 espécies de gastropodes mesmo perante
baixas concentragoes ambientais de TBT (DeFur et al., 1999).

O mecanismo através do qual o TBT induz imposex continua sob investigagdo. Ao
nivel molecular, o TBT interfere com o metabolismo de hormonas, aumentando os niveis
de androgénios (DeFur et al., 1999), nomeadamente, de testosterona (Hutchinson, 2002).
Nao se conhecem ainda com pormenor os mecanismos de ac¢do do TBT ao nivel do
metabolismo da testosterona, contudo, algumas evidéncias sugerem que aquele composto
interfere na producgdo e/ou na eliminagdo de testosterona (DeFur ef al., 1999; Deplegdge et
al., 1999; Oberdorster & McClellan-Green, 2002). Foi proposto que o aumento dos niveis
de testosterona em Nucella apds exposicdo a TBT se deve a inibicdo competitiva da
enzima aromatase CYP 19, a qual ¢ responsdvel pela conversdo metabdlica de testosterona
em 17B-estradiol (DeFur et al, 1999, Deplegdge et al., 1999; Heidrich et al, 2001;
Hutchinson, 2002; Oberdorster & McClellan-Green, 2002). Uma outra hipotese explicativa
para o aumento dos niveis de testosterona em Litforina littorea expostos a TBT parece

envolver a inibigdo da conjugacdo da testosterona com grupos sulfato (DeFur et al., 1999)

1 e e - . . .. - .
O termo em inglés “imposex” introduzido por Smith (1971) refere-se a imposic@o de caracteres sexuais
masculinos em fémeas de prosobranquios e sera a partir deste momento apenas referido como imposex.



¢ em resultado, a diminui¢do da eliminagdo do referido esterdide (DeFur er al., 1999;
Hutchinson, 2002). Em 1983, Feral & Le Gall apresentaram uma nova teoria para o
mecanismo de ac¢do do TBT no desenvolvimento de imposex, na qual defendem que o
TBT actua directamente nas neuro-hormonas que controlam o desenvolvimento sexual e a
reproducdo, ao suprimir a libertacdo de um factor neuroenddcrino a partir do ganglio
cerebropleural. Surgem entdo estudos que propdoem que o TBT actua como neurotoxina
provocando a libertagdo anormal do neuropeptideo PMF (factor morfogenético do pénis), o
qual conduz ao desenvolvimento inicial dos orgdos sexuais acessorios: ducto espermatico,
vesicula seminal e pénis que, por sua vez, libertam androgénios. Assim, o TBT actuaré ao
nivel do sistema nervoso e os esterdides actuam no mecanismo de feedback positivo que
mantém os orgdos sexuais acessorios. O neuropeptideo APGWamida ¢ proposto por estes
autores como o potencial candidato a PMF (Oberdorster & McClellan-Green, 2002).

O imposex ¢ um biomarcador especifico da poluicdo por TBT manifestando-se
como uma reposta desenvolvida ao longo de toda a vida do animal dependente da dose,
permitindo uma indicagdo bastante robusta dos niveis globais de compostos
organoestanicos num dado local (Rato et al., 2000).

A biomonitorizagdo da polui¢do por TBT utilizando o gastropode Nassarius
reticulatus (Linné, 1758) surgiu da necessidade de encontrar uma espécie com uma vasta
distribuicdo geografica, tolerante a baixas salinidades e menos sensivel que a espécie
tradicionalmente utilizada (Nucella lapillus), permitindo a monitorizagdo de zonas
moderadamente a muito poluidas. Stroben et al. (1992a) foram os primeiros autores a
propor esta espécie como bioindicadora da polui¢ao por TBT e, ao longo das duas ultimas
décadas, varios autores utilizaram esta espécie para a biomonitorizacdo de sistemas
estuarinos ¢ costeiros (Stroben et al., 1992b; Barroso & Moreira, 2002; Santos et al., 2004;
Sousa et al., 2005; Rato et al., 2006). De facto, varios estudos de campo e laboratoriais
evidenciam correlagdes significativas entre o imposex e a concentragdo de TBT nos tecidos
das fémeas daquele gastropode pelo que esta espécie se encontra validada como espécie
bioindicadora da poluicdo ambiental por tributilestanho (Stroben et al., 1992a; Barroso et
al., 2000; Barreiro et al., 2001; Barroso et al., 2002; Barroso & Moreira, 2002; Sousa et al.,
2005).



Figura 1 — Nassarius reticulatus (Linné, 1758) aspecto geral da concha, adaptado de Graham 1988.

N. reticulatus (figura 1) ¢ um gastropode marinho da subclasse dos prosobranquios
com uma ampla distribui¢do geografica que se estende desde as Canarias e Agores até ao
Norte da Noruega e em todo o mar Negro e Mediterraneo (Fretter & Graham, 1984). Esta
espécie ¢ também conhecida por Buccinum reticulatum, Nassa reticulata ou por Hinia
reticulata. Apresenta aproximadamente 25 a 35 mm de altura maxima e 14 a 20 mm de
largura e possui uma concha de espiral alta e apresenta uma ornamentagao formada por
numerosas costas e estrias espirais que se cruzam originando um padrao reticulado. A
abertura da concha é pequena, oval, com um canal sifonal pequeno e obliquo e, nos
animais adultos, possui externamente uma calosidade de cor branca e labro com uma
crista com 6 a 9 dentes (Graham, 1988; Finet & Wiiest, 1992). A cabeca possui dois
tentaculos cada um dos quais com um olho. Habitam preferencialmente sedimentos
vasosos mas podem ocorrer em substratos rochosos e arenosos (Graham, 1988; Finet &
Wiiest, 1992). Sdo animais necrofagos e detritivoros e a sua longevidade pode atingir os
15 anos (Tallmark, 1980; Fretter & Graham, 1994; Barroso & Moreira, 1998). E uma
espécie didica com desenvolvimento indirecto; as suas larvas sdo planctonicas e nadam
livremente durante aproximadamente um a dois meses até a ocorréncia da metamorfose
(Fretter & Graham, 1994). O ciclo reprodutivo de N. reticulatus exibe um padrao sazonal
bem definido com o inicio da gametogenese em finais do Verdo, a libertacdo do gamétas

em Fevereiro, associada a um aumento da temperatura da dgua; a postura ocorre na
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Primavera e Verao (Tallmark, 1980; Barroso & Moreira, 1998). Uma extensa revisao
bibliografica sobre aspectos da ecologia e biologia deste gastropode pode ser encontrada

em Fretter & Graham (1994).
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2 - Ambito do trabalho

Localizado a oeste da baia de Cascais, entre o Cabo Raso e o Farol da Ponta de
Santa Marta, o emissario submarino da Guia canaliza as aguas residuais produzidas na
regido abrangida pelo Sistema de Saneamento da Costa do Estoril. Este inclui a maior parte
do concelho de Oeiras (150 000 habitantes), a totalidade do concelho de Cascais (150 000
habitantes), uma area importante do concelho de Sintra (cerca de 300 000 habitantes) e
uma pequena parte do concelho da Amadora (200 000 habitantes), traduzindo-se numa
populacdo equivalente (e.p.) para os quatro municipios de cerca de 720 000 habitantes. O
efluente eliminado pelo emissario submarino da Guia €, actualmente, apenas sujeito a
tratamento primario. O emissario apresenta uma extensdo submarina de cerca de 2 750
metros sendo a parte terminal constituida por dois ramos com a extensdo de 1 750 metros
que distam entre si, na parte terminal, em 250 metros. A difusdo do efluente ocorre nos 400
metros terminais através de varios orificios e a uma profundidade de cerca de 40 metros
(Marecos et al., 2001; Neves et al., 2002).

Em 1997, a SANEST, empresa responsavel pela gestdo do emissario, deu inicio a
projectos de monitorizacdo ambiental e, em Outubro de 2004, durante a campanha de
recolha de amostras de sedimentos para a monitorizagdo da qualidade sedimentar junto ao
emissario, foram recolhidos alguns exemplares de Nassarius reticulatus para avaliagdo dos
niveis de imposex. Observou-se, entdo, uma menor incidéncia de imposex nas fémeas
recolhidas em locais mais proximos ao emissario pelo que se levantou a hipotese do
efluente eliminado causar uma diminuicdo do imposex naquele local. Decidiu-se, assim,
aprofundar o estudo e avaliar novamente os niveis de imposex em N. reticulatus ao longo
do gradiente de enriquecimento organico induzido pelo funcionamento do emissario.

Integrando a campanha de amostragem realizada em Julho de 2005, no ambito do
estudo e monitorizagdo ambiental da componente sedimentar associada ao funcionamento
do referido emissario, foram recolhidas amostras superficiais de sedimentos (para
caracterizacdo do gradiente de enriquecimento organico através do estudo de parametros
fisico-quimicos do sedimento e da estrutura das comunidades bentOnicas residentes) e
Nassarius reticulatus em trés locais (L1; L2; L3) com distancias conhecidas e crescentes
ao emissario. L1 localiza-se entre os 2 ramos do emissario, perto da area de difusdo do

efluente para o meio, enquanto que o local L2 e L3 distam de L1 em 1 e 2 Km,
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respectivamente.

A constatagdo da existéncia de um gradiente crescente dos niveis de imposex em
fémeas de N. reticulatus com o afastamento ao local de dispersdo do efluente, o qual
constitui uma potencial fonte de compostos estrogénicos e/ou com actividade estrogénica,
conduziu, ainda no ambito deste trabalho, ao estudo da potencial accdo antagoénica entre
uma fonte indutora de imposex (TBT) e uma mistura de compostos com actividade
estrogénica vulgarmente presentes em efluentes domésticos. Para tal, foram realizados
ensaios laboratoriais em ambiente controlado nos quais se pretendeu avaliar se uma
mistura de compostos estrogenicamente activos (17B-estradiol, estrona, 17a-etinilestradiol
e nonilfenol) pode atenuar o efeito do TBT na inducdo de imposex em fémeas de M.

reticulatus.
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3- Materiais e Métodos

3.1 - Amostragem

A amostragem decorreu no dia 19/07/2005 a bordo do Navio do Instituto
Hidrografico — N.R.P. “Auriga” (figura 2), em trés locais, designados neste trabalho por L1,
L2 eL3.

Figura 2 — Navio do Instituto Hidrografico “N. R. P. Auriga”, a bordo do qual decorreu a amostragem

de sedimentos e organismos.

Na figura 3 estdo representados os locais de amostragem L1, L2 e L3 (situados a
cerca de 40 metros de profundidade) e o posicionamento destes relativamente aos ramos do
emissario submarino e a linha da costa.

O local L1 localiza-se entre os 2 ramos do emissario, perto dos locais de difusdo do
efluente para o meio aquatico; o local L2 apresenta uma localiza¢do intermédia sendo L3 o
local de amostragem mais afastado. A distancia entre os locais de amostragem L1 e L2 e

entre os locais de amostragem L2 e L3 ¢ de cerca de 1 Km.
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Figura 3 — Posicionamento dos locais de amostragem L1, L2 e L3, relativamente aos dois ramos do

emissario submarino.

Todas as amostras de sedimento foram recolhidas recorrendo a um amostrador Smith-
Mclntyre, o qual apresenta uma area de amostragem de 0,1 m’ (figura 4). Para o estudo da
macrofauna bentdnica foram recolhidas 4 réplicas por cada local. Em cada local foram
ainda realizadas mais trés colheitas destinada a obtencdo de uma amostra compdsita
(resultante da mistura e homogeneizacdo dos sedimentos obtidos nas trés dragagens) a
partir da qual se obtiveram sub-amostras para o estudo dos parametros teor em solidos

volateis totais, potencial de oxidagdo-redugdo e granulometria, do sedimento.
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Figura 4 — Recolha de amostras de sedimento com o amostrador Smith-Mclntyre.
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Para o estudo da macrofauna benténica o sedimento de cada réplica foi lavado a
bordo com 4dgua do mar sobre um crivo de 1mm de abertura de malha. O material retido no
crivo foi recolhido em caixas plasticas previamente identificadas, e preservado em
formaldeido a 4% (figura 5). Em laboratorio as amostras da macrofauna foram lavadas em
crivos de 0,5mm de abertura de malha, em hotte com extrac¢do forcada, ¢ coradas com

Rosa de Bengal.

Figura 5 — Processamento das amostras destinadas ao estudo da macrofauna benténica.

As amostras destinadas ao estudo do teor em so6lidos volateis totais foram
guardadas a bordo no frio e, no laboratorio foram congeladas até ao momento da analise.

A determinag¢do do potencial de oxidagdo-reducdo dos sedimentos foi realizada a
bordo, no momento de recolha dos amostradores.

Nos mesmos locais de amostragem foram também recolhidos exemplares de
Nassarius reticulatus com o intuito de se proceder ao estudo dos niveis de imposex nesta
espécie. Para a sua recolha foram utilizadas nassas adaptadas com aros de ferro ou
estruturas de chumbo de modo a impedir que aquelas fossem arrastadas com as correntes e,
como engodo, foi utilizada uma mistura de sardinhas e mexilhdo esmagados. Em cada
local de amostragem foram langadas varias nassas com o objectivo de obter 4 réplicas por
local. Em média, as nassas estiveram submersas cerca de 1h30m antes da sua recolha.
Depois de recolhidos, os animais foram mantidos a uma temperatura de cerca de §8°C (sem

agua) de modo a garantir a sua sobrevivéncia até a chegada ao laboratério.
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3.2 — Caracterizacao Fisico-Quimica do sedimento

No que diz respeito aos descritores sedimentares de base, os sedimentos superficiais
recolhidos em cada local de amostragem foram caracterizados quanto a granulometria, ao

teor em solidos volateis totais e potencial de oxidagdo-redugdo.

Granulometria

Para a andlise granulométrica dos sedimentos foi utilizada uma sub-amostra de
cerca de 200-300gr (peso humido), obtida a partir de uma amostra compdsita resultante da
mistura ¢ homogeneizacdo das trés amostras obtidas especificamente para o estudo dos
descritores sedimentares.

O sedimento foi caracterizado segundo a sua percentagem de contetido em finos
(dimensao inferior a 0,063mm) e areia (dimensdo compreendido entre 0,063 e 2,000mm)
(Quintino et al., 1989). A fraccdo de areia foi sujeita a uma bateria de crivos com abertura
de malha entre -1 @ e 4 @ (¢ = - log, do didmetro da particula expresso em mm). O
sedimento foi classificado de acordo com o valor da mediana (Psg) (Trask, 1930), segundo

a escala de Wentworth (Doeglas, 1968).

Solidos Volateis Totais

Para a determinacdo do teor em sélidos volateis totais procedeu-se, inicialmente, ao
descongelamento das amostras a temperatura ambiente para posteriormente serem
submetidas a processo de secagem em estufa a 90°C, durante 24h. Apods secagem as
amostras foram homogeneizadas.

Este descritor foi determinado a partir da variagdo de peso apoOs incineragdo em
mufla, de uma sub-amostra de 1 gr de sedimento seco e homogeneizado, a 450°C durante
Sh. Antes de se proceder a pesagem, as amostras incineradas foram deixadas arrefecer
durante 30 minutos num excicador (Kristensen & Andersen, 1987).

Para evitar a introdu¢do de erros associados a variacdo de peso dos cadinhos de
incineragdo, procedeu-se a determina¢ao do peso de cada um deles a temperatura analitica

(450°C).

Potencial de oxidacao-reducao

A determinacdo do potencial de oxidacao-reducdo dos sedimentos foi realizada a
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bordo, no momento de recolha dos amostradores, por inser¢do da sonda de um aparelho
portatil de medi¢do de pH/Eh, a cerca de 4 cm abaixo da superficie do sedimento (Pearson

& Stanley, 1979).

3.3 - Comunidades de macrofauna bentonica

No laboratorio, cada amostra foi lavada em dgua corrente sobre um crivo de 0,5
mm de abertura de malha, em hotte com extrac¢do forgada, com o objectivo de remover a
solugdo de fixador e os sedimentos finos ainda existentes.

O material retido foi entdo submetido a uma triagem na qual os individuos
recolhidos foram separados segundo se tratassem de anelideos, equinodermes, crusticeos,
bivalves ou gastropodes, e conservados em alcool a 70% em tubos plsticos previamente
identificados. Posteriormente, procedeu-se a identificacdo de cada individuo recolhido, a
contagem dos individuos por espécie e sua pesagem.

A identificacdo dos animais foi efectuada, sempre que possivel, até a espécie,
recorrendo a lupas binoculares e/ou microscopio Optico. Para a identificagdo recorreu-se a
bibliografia apresentada no anexo 2.

Os animais incompletos por auséncia da parte anterior ndo foram contabilizados
como um individuo, mas foram incluidos para a determinagdo da biomassa de cada espécie
(sempre que a identificagdo era possivel) ou para a determinacdo da biomassa total de cada
local de amostragem.

A biomassa foi determinada, para cada espécie identificada, a partir do seu peso

fresco em balanga analitica (£ 0,0001g).

Variaveis biologicas primarias e diversidade especifica

A caracterizacdo das comunidades de macrofauna bentonica baseou-se num
conjunto de descritores de composi¢do e de estrutura.

Para cada local de amostragem foi determinada a riqueza em espécies
(correspondente a quantidade total de taxa identificadas em cada local de amostragem),
abundancia total em individuos e a biomassa total.

Os dados bioldgicos relativos a cada local de amostragem foram analisados através
do calculo da riqueza especifica (S - n.° de espécies/0,1m?), abundancia (A - n.° de

individuos/0,1m?), biomassa (B — gramas de peso fresco/0,1m?), assim como pelo célculo
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das variaveis bioldgicas derivadas: diversidade especifica relativamente a abundancia (H"),
abundancia média por espécie (A/S) e biomassa média por individuo (B/A) (Pearson et al.,
1982). Os valores encontram-se expressos em fun¢do da area de amostragem por local, ou
seja, 0,1m’. Foi ainda determinado, para cada local de amostragem, a riqueza em espécies,
a abundancia e a biomassa da amostra composita.

A estrutura do povoamento bentdnico de cada local de amostragem foi analisada
por meio da representacdo grafica de curvas de domindncia da abundancia (curvas k,
Lambshead et al., 1983) e de curvas comparativas de dominancia da abundancia e da

biomassa (curvas ABC, Warwick, 1986).

Indice de diversidade de Shannon — Wiener (H")

O recurso a indices de diversidade ¢ bastante frequente no estudo de uma
determinada comunidade permitindo uma analise estatistica mais simplificada (Clarke &
Warwick, 1994). Estes indices baseiam-se no conceito de diversidade de um sistema e
fornecem uma medida sobre as espécies que compdem uma amostra ou ecossistema,
determinada em funcdo da riqueza em espécies e da distribuigdo relativa da abundéancia dos

individuos pelas diferentes espécies (Legendre & Legendre, 1984).

Neste estudo, a diversidade especifica de cada local de amostragem foi calculada
pelo indice de Shannon-Wiener (Shannon & Weaver, 1963):

S

H =-) pilnp; e pi =qi/Q,
i=1

em que S ¢ o numero total de espécies, q; € o numero de individuos da espécie i e Q o
numero total de individuos. Este indice apresenta o valor minimo de zero quando apenas ¢
amostrada uma espécie (p=1; q=Q e Inp; = 0). Para um determinado niimero de espécies,
H’ atinge o valor méximo quando todas as espécies apresentam a mesma probabilidade de

serem amostradas, sendo dado por H" .x = In S (Legendre & Legendre, 1984).
Curvas de dominancia

A representacdo grafica permite extrair informag¢do a partir de modelos de
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abundancia relativa de espécies sem reduzir a informacdo a um resumo de dados
estatisticos como acontece com o indice diversidade. Este grupo de técnicas podem ser
consideradas como intermediarias entre uma simples andlise univariavel e as complexas
analises multivaridveis (Warwick & Clarke, 1994).

As curvas de dominancia baseiam-se na ordenacdo das espécies presentes na
amostra, segundo a sua ordem de importancia em termos de abundancia ou da sua
biomassa e consiste, basicamente, na obtencdo de uma curva cumulativa de frequéncia das
abundancias ou das biomassas das diferentes espécies (Clarke & Warwick, 1994).

As curvas de dominancia da abundancia (curvas k), segundo Lambshead et al.
(1983), surgiram como uma técnica para analise da dominancia de individuos por espécie
com o objectivo de especifico de avaliar alteracdes na estrutura das comunidades de
invertebrados bentonicos face a enriquecimento organico de origem antropogénica. Este
método consiste na obten¢do da curva cumulativa das frequéncias das abundancias das
espécies representadas ao longo do eixo das abcissas, em escala logaritmica, pela ordem
decrescente de abundancia relativa.

A forma e a posigdo da curva sdo importantes na avaliacdo da estrutura do
povoamento e as modificagdes temporais e espaciais na forma da curva indicam
modificagdes na comunidade; um aumento na abundincia das espécies dominantes
(nomeadamente as oportunistas), uma modificagdo nas abundincias das espécies de
transicdo e uma reducdo nas espécies raras, provocam uma elevacao na curva, indicando
um maior grau de perturba¢do da comunidade (Clarke & Warwick, 1994).

As curvas de dominancia da abundéincia e da biomassa — Curvas ABC — como
descritas originalmente por Warwick (1986), constituem um método analitico para o
estudo da estrutura de povoamentos, o qual explora as diferengas na distribuicdo dos
individuos e da biomassa pelas espécies em comunidades sujeitas a factores de perturbagao
de origem antropogénica, nomeadamente, poluicdo organica. Este método baseia-se na
representacdo grafica simultanea de uma curva de dominancia da abundancia (tragada pelo
método das curvas k de dominancia da abundancia) e de uma curva de dominéncia da
biomassa. A vantagem destas curvas de distribuicdo em relacao as curvas k de dominancia
da abundancia reside no facto de que a distribuicdo da abundancia entre espécies e a
distribuicdo de biomassa pode ser comparada nos mesmos termos (Clarke & Warwick,

1994).
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A sua utilizagdo permite descrever trés situacdes, de acordo com a posi¢do relativa
das curvas da abundancia ¢ da biomassa: (1) a curva da biomassa situa-se acima da curva
da abundancia, indicando uma maior dominancia da biomassa ¢ uma menor uniformidade
da sua reparticdo pelas espécies. Sob condi¢des estaveis e/ou distirbios pouco frequentes,
as espécies macrobentdnicas dominantes por competicdo sdo espécies conservativas, de
elevado tamanho corporal e ciclos de vida longos. Estas espécies raramente sao
numericamente dominantes, mas dominam em termos de biomassa; (2) as duas curvas
estdo muito proéximas ou cruzam-se, situacdo intermédia em que as espécies raras de
grande dimensao desaparecem e a distdncia entre as curvas se reduz. Quando a perturbacao
altera uma determinada comunidade, as espécies conservativas ficam desfavorecidas e as
espécies oportunistas tornam-se muitas vezes dominantes ndo s numericamente mas
também em termos de biomassa; (3) a curva da biomassa situa-se abaixo da curva da
abundancia indicando uma situacdo de perturbacdo com forte dominancia numérica e
valores baixos de biomassa para cada espécie (Clarke & Warwick, 1994).

A estatistica W condensa, numericamente, a informagao contida nas curvas ABC
reflectindo o grau de sobreposi¢cdo e o posicionamento relativo das curvas da abundéncia e

da biomassa e ¢ calculada a partir da expressao proposta por Clarke (1990):

S
W =2 (Bi—Aj)/[50(S-1)]
i=1
em que Aj e B; se referem a abundancia e a biomassa da espécie de ordem i,
respectivamente, e S o nimero de espécies.

O valor desta estatistica podera variar, numericamente, entre -1 ¢ +1. Quando W
tende para +1 estamos na presenca do dominio de espécies de abundancia reduzida mas de
elevada biomassa individual. Quando W atinge o valor -1, estamos na presenga da situagao
inversa, ou seja, o dominio de espécies com elevada abundincia mas de biomassa
individual reduzida (Warwick, 1986; Clarke & Warwick 1994).

Para a construgdo das curvas de domindnca da abundancia (curvas k) e das curvas
ABC, bem como para o célculo da estatistica w recorreu-se ao software PRIMER v5

(Clark & Gorley, 2001).
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3.4 — Avaliacao dos niveis de imposex de Nassarius reticulatus na area de

estudo

Para cada local de amostragem foram analisados apenas animais adultos
(individuos que apresentavam externamente uma calosidade de cor branca e internamente
um labro com dentes). Os animais seleccionados foram mantidos em aquarios com
arejamento permanente e a temperatura constante (18°C+1°C) até serem observados. Antes
de serem examinados, foram anestesiados recorrendo a uma solugdo de MgClL, a 7% em
agua destilada durante 40 minutos. A altura das conchas (distancia entre o &pice da concha
e a extremidade do canal sifonal) foi medida com uma craveira com uma precisdo de
0,05mm. Apods se ter procedido a abertura das conchas, os animais foram observados
recorrendo a uma lupa binocular e separados segundo o seu sexo. Para cada amostra,
procedeu-se a medigdo do comprimento do pénis dos machos e das fémeas (FPL) e estas
foram ainda examinadas para a determinacdo do indice de sequéncia do vaso deferente
(VDSI). Para além destes pardmetros foi também determinada a percentagem de fémeas
afectadas por imposex (% I) e o comprimento relativo do pénis das fémeas (RPLI). Estes

indices sdo a seguir descritos.
indice de sequéncia do vaso deferente (VDSI)?

O VDSI permite avaliar o estddio de desenvolvimento do vaso deferente das
fémeas afectadas num dado local em fun¢do de uma escala desenvolvida por Stroben et al.
(1992a). Esta escala ¢ constituida por seis estadios VDS (sequéncia do vaso deferente) e ¢
aplicada a cada fémea individualmente (figura 6):

Estadio 0: f€mea normal;

Estadio 1: pénis rudimentar sem ducto penial, localizado por detrds do tentdculo
ocular direito (pode existir uma via b alternativa, caracterizada pela auséncia de pénis mas
presenca de um pequeno segmento de vaso deferente localizado por detrds do tentaculo
ocular direito);

Estadio 2: pénis com ducto penial;

Estadio 3: pénis com ducto penial que continua num tracto distal do vaso deferente
que cresce em direccao a vulva (pode existir um via b que se caracteriza pela auséncia de

pénis e em que o vaso deferente se desenvolve na direc¢do da vulva);

% O acronimo VDSI deriva dos termos em inglés “ Vas Deferens Sequence index”.
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Estadio 4: pénis com ducto penial e um vaso deferente continuo que se estende desde
a base do pénis até a vulva;
Estadio 4+: o vaso deferente passa a vulva e atinge a glandula da cépsula (Stroben e?

al., 1992a).

VDS 0 VDS 1 VDS 2 VDS 3 VDS 4 VDS 4+

Figura 6 — Esquema da evolugdo do imposex (tipo a) com os diferentes estadios VDS (sequéncia do
vaso deferente); cg: glandula da capsula, gp: papila genital, p: pénis, pd: ducto penial, pr: prostata, vd: vaso

deferente, vds: secgdo do vaso deferente, te: tentaculo ocular. Adaptado de Stroben ef al. (1992a).

Face a existéncia de elevados niveis de imposex na costa Portuguesa, Barroso et al.
(2002a) consideram o estadio 4+ como 5, na medida em que muitas fémeas de locais
contaminados exibem vasos deferentes que ultrapassam a glandula da capsula. Como
referido anteriormente, para além do desenvolvimento de imposex segundo o esquema
descrito pela figura 6 podera surgir uma via alternativa, designada por via b, na qual surge
o vaso deferente sem que ocorra o desenvolvimento de pénis.

O VDSI ¢ calculado como o valor médio dos estadios de VDS exibidos por cada
fémea em cada local e ¢ considerado por Stroben et al. (1992a) como o indice mais

adequado em estudos de biomonitorizagao.
Percentagem de fémeas afectadas por imposex (% I)

Este indice reflecte a percentagem de fémeas afectadas por imposex num
determinado local, ou seja, para cada amostra este indice ¢ calculado pela expressao:
% I= nimero de fémeas afectadas por imposex*100/ niimero total de fémeas

observadas.
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Comprimento do pénis das fémeas (FPL)?

Um dos efeitos associados a exposi¢do de fémeas de N. reticulatus ao TBT € o
aparecimento ¢ desenvolvimento de um pénis por detrds do tentdculo ocular direito. A
medicdo do comprimento do pénis realizou-se recorrendo a uma escala micrométrica

colocada na ocular da lupa binocular com a precisao de 0,14mm.
Comprimento relativo do pénis das fémeas (RPLD)*

Uma vez que a dimensdo dos pénis de N. reticulatus pode variar geograficamente, ¢
aconselhavel estimar o grau de desenvolvimento do pénis nas fémeas como uma medida
relativa do pénis dos machos, sobretudo quando se pretende comparar o imposex de
populagdes que se encontram geograficamente distantes umas das outras. Apesar dos locais
de amostragem estarem perto uns dos outros, utilizou-se este indice para melhor mostrar o
grau de desenvolvimento dos pénis das fémeas em relagdo aos dos machos. Assim, este
indice foi calculado, em cada local de amostragem, pela expressao:

RPLI= comprimento médio dos pénis das fémeas*100/comprimento médio dos pénis
dos machos.

No entanto, este indice deve ser usado com alguma precaucdo uma vez que 0s
machos exibem uma variacdo consideravel no tamanho do pénis ao longo do seu ciclo

reprodutivo (Barroso & Moreira 1998).

Analise e tratamento de dados

Testaram-se as diferengas do comprimento de pénis dos machos e das fémeas (FPL),
de VDSI, da % I e de RPLI através da andlise de variancias (ANOVA) com um factor (0=
0,05). Relativamente aos dados de % I, a ANOVA foi realizada para os dados sujeitos a
transformagdo arc sen (Vx)’. Para a realizacio da ANOVA verificou-se previamente que

ndo houve violagdo dos pressupostos de que a distribui¢do dos valores dos indices de
imposex dentro de cada amostra ¢ normal (teste de Kolmogorov-Smirnov) e de que existe

homogeneidade das varidncias entre grupos (teste de Levene). Perante resultados

® O acrénimo FLP deriva dos termos em inglés ” Female Penis Lenght”. )
* O acrénimo RPLI deriva dos termos em inglés “ Relative Penis Lenght index”.

® A transformagao foi realizada pela férmula: y= arc sen (\/% I/ 100).
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significativos no modelo global o significado estatistico dos resultados foi posteriormente

testado recorrendo ao teste de Tukey (q) com o objectivo de determinar diferengas
significativas (0= 0,05) entre locais de amostragem. A andlise estatistica foi efectuada

recorrendo ao software SigmaStat 2.0.

3.5 - Avaliacao do efeito de uma mistura de compostos com actividade

estrogénica e do TBT na inducio de imposex em Nassarius reticulatus

Para a avaliar o efeito que os compostos com actividade estrogénica (CAE) possam
ter na atenuacao da indugdo de imposex por TBT em Nassarius reticulatus, desenvolveu-se
uma mistura de CAE, constituida por 17p-estradiol, estrona, 17a-etinilestradiol e
nonilfenol, e testou-se se os animais expostos ao TBT e a esta mistura exibiam niveis de
imposex inferiores aos animais expostos somente a TBT. Esta mistura de compostos com
actividade estrogénica passara as ser referida pelo acronimo MCAE ao longo do texto.

Sdo inimeros os estudos que evidenciam a actividade estrogénica dos compostos
seleccionados para a MCAE, actuando isoladamente ou em conjunto, sobre organismos
aquaticos. O desenvolvimento desta mistura teve como objectivo simular as concentragdes
ambientais que aqueles compostos podem apresentar em meios receptores de efluentes
domésticos apenas sujeitos a tratamento primario. A utilizagdo de apenas quatro compostos
na mistura teve por base uma pesquisa bibliografica sobre os componentes com actividade
estrogénica que mais vulgarmente surgem em efluentes domésticos. A escolha das
concentragdes em que cada um destes compostos surge na mistura teve, também, por base
essa pesquisa bibliografica a partir da qual se determinou a concentragdo média a que
habitualmente os referidos compostos surgem nos efluentes domésticos sujeitos a
tratamento primario. Assim, foram determinados valores médios de concentragdo naquele
tipo de tratamento de 30 ng/L para 17B-estradiol, 3 ng/L para 17a-etinilestradiol, 40 ng/L
para estrona e 20 pg/L para nonilfenol. No anexo 1 ¢ apresentada uma tabela que resume
os dados de alguns estudos realizados na area da identificagdo e quantificacdo de
compostos estrogénicos, ou com actividade estrogénica, em influentes, efluentes de
estacdes de tratamento de 4guas residuais e em meios receptores desses efluentes, os quais
permitiram o calculo das concentragdes consideradas no presente trabalho.

A partir da determinag@o das concentragdes acima referidas pretendeu-se simular a

25



exposicao dos animais a diluigdes (12,5%, 25%, e 50%) de um efluente que apresentasse
aqueles compostos nas concentragdes referidas, de modo a nos aproximarmos das
condigdes a que espécimes de N. reticulatus poderdo estar sujeitos nas proximidades de um
meio receptor de efluentes domésticos.

Os ensaios foram realizados com animais recolhidos em Novembro de 2006 na Ria
de Aveiro. A escolha do local de colheita dos animais baseou-se nos estudos desenvolvidos
em 2000 por Barroso et al. (2002a) e em 2003 por Sousa et al. (2005) os quais
determinaram a incidéncia de imposex e a concentracdo de TBT nos tecidos de N.
reticulatus em varios locais da Ria de Aveiro. Pretendeu-se utilizar f€meas com um nivel
relativamente baixo de imposex para que se pudesse induzir facilmente um aumento da
intensidade de imposex por exposicdo dos animais ao TBT durante os ensaios. Apds a
recolha, os animais foram transportados para o laboratério onde se procedeu a seleccao dos
adultos, enquanto que os juvenis foram devolvidos ao local de origem. De entre os animais
adultos recolhidos foram examinadas 27 fémeas com o objectivo de avaliar o nivel de
imposex daquela populacdo no momento da colheita. Antes de serem examinadas, foram
anestesiadas recorrendo a uma solucdo de MgCl, a 7% em agua destilada durante 40
minutos. A altura das conchas foi medida com uma craveira com uma precisao de 0,05 mm.
Ap0s se ter procedido a abertura das conchas, os animais foram observados recorrendo a
uma lupa binocular. Estas foram examinadas para a determinacdo do indice de sequéncia
do vaso deferente (VDSI) e procedeu-se a medi¢do do comprimento dos seus pénis (FPL)
recorrendo a uma escala micrométrica colocada na ocular da lupa binocular com a precisdo
de 0,14mm.

Os restantes animais adultos foram mantidos no laboratorio em aquarios com agua
do mar artificial (salinidade 35), com arejamento permanente, fotoperiodo (14h luz/10h
escuro) e temperatura controlados (18 = 1°C). A mudanca de 4gua nos aquarios ocorreu
duas vezes por semana até ao inicio do ensaio. Os animais foram alimentados
semanalmente, antes e durante o ensaio, com mexilhdo congelado proveniente de locais
onde os niveis de contaminagdo por TBT sdo reduzidos permitindo garantir que aquele
contaminante ndo era introduzido, de um modo significativo, através da alimentacao.

Para o ensaio pretendiam-se fémeas adultas com um comprimento de pénis inferior
a 2mm. Para se proceder a selec¢do daquelas, os animais foram anestesiados recorrendo a

uma solucdo de MgCl, a 7% em agua destilada durante 0 maximo de 15 minutos. A sua
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observacdo foi feita recorrendo a uma lupa binocular. As fémeas seleccionadas para este
ensaio foram mantidas em aquarios com agua do mar artificial (salinidade 35) nas
condic¢des anteriormente descritas.

Para a avaliagdo dos potenciais efeitos de uma mistura de compostos com
actividade estrogénica sobre o desenvolvimento de imposex em fémeas de N. reticulatus
foram realizados 6 tratamentos: um Controlo® correspondente a agua do mar artificial
(salinidade 35), um Controlo de Solvente’ com 4gua do mar artificial (salinidade 35) & qual
se adicionou etanol na concentracdo maxima utilizada nos ensaios (o etanol foi utilizado
como solvente quer dos compostos com actividade estrogénica quer do TBT), uma solugao
com agua do mar artificial (salinidade 35) com TBT na concentragio de 250 ng Sn-TBT/L®
e trés solugdes com dgua do mar artificial (salinidade 35) com TBT na concentragdo de
250 ng Sn-TBT/L e com concentracdes crescentes da MCAE (12,5%, 25% e 50%)°. A
escolha da concentra¢do do TBT teve por base os trabalhos desenvolvidos por Barroso et
al. (2002b) nos quais os animais expostos a 250 e 500 ng Sn-TBT/L, apresentaram o
desenvolvimento de imposex logo apds um més de exposicao.

Para estes ensaios foram utilizados frascos de vidro com 800 ml das diferentes
solucdes. Em cada frasco foram colocadas 5 fémeas e por cada tratamento foram utilizadas
20 frascos.

As solugdes com mistura de compostos com actividade estrogénica (250 ml) eram
preparadas imediatamente antes de se proceder a mudanca de agua nos frascos. Para tal,
foram previamente preparadas solu¢des stock em etanol de 17B-estradiol (40 ng/pL), 17a-
etinilestradiol (4 ng/uL), estrona (53,3 ng/pL) e nonilfenol (26,67 g/L). Assim, aquela era
semanalmente preparada pela introdugdo de 15ul de cada uma das solugdes stock em 250

ml de 4gua do mar artificial (salinidade 35).

® Controlo correspondente a d4gua do mar artificial (salinidade 35) sera a partir deste momento apenas referida
como “Controlo”

7 Controlo de Solvente de etanol sera a partir deste momento apenas referida como “Controlo de Solvente”.
¥ Tratamento Solugio de 250 ng Sn-TBT/L ser a partir deste momento apenas referida como “Tratamento
TBT” ou “Solucao TBT”.

® Tratamento TBT (250 ng Sn-TBT/L) e mistura de compostos com actividade estrogénica 12,5% sera a
partir deste momento designada por “TBT + MCAE 12,5%”.

Tratamento TBT (250 ng Sn-TBT/L) e mistura de compostos com actividade estrogénica 25% sera a partir
deste momento designada por “TBT+ MCAE 25% “.

Tratamento TBT (250 ng Sn-TBT/L) e mistura de compostos com actividade estrogénica 50% sera a partir
deste momento designada por “TBT+ MCAE 50%”.
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Em cada um dos frascos referentes aos tratamentos TBT e TBT + MCAE foi
introduzido 10 pl de uma solucdo stock de TBT em etanol (0,02g Sn-TBT/L). Nos
tratamentos TBT + MCAE, além da solugao de TBT, foi introduzido, em cada frasco, 1,25
ml, 2,5 ml ou 5 ml da solugdo concentrada da mistura de compostos com actividade
estrogénica, respectivamente. A correccdo de volumes foi realizada para cada frasco em
cada um dos tratamentos. Nos frascos controlo de solvente foi introduzido 12 pl de etanol
por frasco.

O ensaio teve como data de inicio o dia 29 de Dezembro de 2006, apds um periodo
de aclimatizacdo de uma semana, e decorreu no interior de uma camara climatica, modelo
FITOCLIMA 10 000 EDTB, com temperatura controlada (16 + 1°C) e arejamento
permanente. Apesar do fotoperiodo ser uma das varidveis com possibilidade de controlo,
optou-se, neste trabalho, por manter a cAmara sem iluminagdo, com o intuito de diminuir a
fotodegradacdo do TBT e dos CAE. A substituicao total dos meios de exposi¢do foi
realizada semanalmente, até ao final do ensaio.

No final da experiéncia todas as fémeas foram examinadas com uma lupa binocular

para a determina¢do do VDS e do comprimento de pénis.

Analise e tratamento de dados
Testou-se a significincia das diferengas no comprimento médio do pénis das

fémeas nos diferentes tratamentos através da analise de variancias (ANOVA) com um
factor (o= 0,05). Para a realizagdo da ANOVA verificou-se que apenas se pode garantir

homogeneidade das varidncias entre os grupos testados (teste de Levene) quando a varidvel
“comprimento do pénis” ¢ sujeita a transformacdo raiz quadrada. Perante resultados
significativos no modelo global o significado estatistico dos resultados foi posteriormente

testado recorrendo ao teste de Tukey (q) com o objectivo de determinar diferengas
significativas (0= 0,05) entre os tratamentos. A andlise estatistica foi efectuada recorrendo

ao software SigmaStat 2.0.
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4 - Resultados

4.1 — Caracterizacao Fisico-Quimica do sedimento

Os dados de granulometria relativos as amostras obtidas nos locais L1, L2 e L3

estdo representados na tabela 1:

Tabela 1 — Composi¢do granulométrica dos sedimentos superficiais recolhidos nos locais L1, L2 e

L3, expresso em percentagem do peso seco total do sedimento.

Fracc¢des Granulométricas
. Classificagao
Areia Finos | Mediana
Local do
0,250- | 0,125- | 0,063- () ,
>2mm | 1-2mm | 0,5-lmm <0,063mm Sedimento
0,5mm |[0,250mm | 0,125mm
L1 0,28 0,93 2,27 5,29 72,66 15,32 3,29 2,56 Areia fina
L2 0,08 0,49 1,96 4,16 68,08 21,62 3,64 2,64 Areia fina
L3 0,16 0,35 1,06 2,75 60,89 30,36 4,33 2,75 Areia fina

Verificou-se que a percentagem de sedimento arenoso varia entre 95,57 % no local
de amostragem L3 e 96,75 % no local de amostragem L1. Os sedimentos dos trés locais de
amostragem sdo do tipo areia fina (mediana entre 20 e 3® da escala de Wentworth) com a
percentagem em finos (frac¢do inferior a 0,063mm) inferior a 5 %.

Na tabela 2 estdo representados o teor em finos e teor em so6lidos volateis totais
expressos em percentagem do peso seco total da amostra, bem como o potencial de
oxidagdo-redu¢do (mV) determinado no momento de colheita dos sedimentos, para cada
local de amostragem.

Os valores de solidos volateis totais registados nos trés locais de amostragem sdo
muito semelhantes sugerindo que ndo ocorre acumulacao de finos nem de solidos volateis
totais no local L1, apesar da sua proximidade a regido de dispersdo do efluente.

Pelo contrario, os valores de potencial de oxidagdo-redu¢do aumentam a medida que
a distancia dos locais de amostragem ao emissario aumenta, tendo sido L1 o local de

amostragem que apresentou o valor mais baixo deste parametro (-28 mV).
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Tabela 2 — Teor em Finos (expresso em percentagem do peso seco total da amostra), teor em sélidos
volateis totais (expresso em percentagem do peso seco total da amostra) e potencial de oxidagdo-redugao

(mV) determinado no momento de colheita dos sedimentos, para cada local de amostragem.

. . Potencial de
Local de . Solidos Volateis .
Finos (%) ) Oxidacao -
amostragem Totais (%)
Redugdo (mV)
L1 3,29 1,14 -28
L2 3,64 1,12 +98
L3 4,33 1,26 +152

4.2 - Comunidades de macrofauna bentonica

No total dos trés locais amostrados, foram identificados 122 taxa, em 114 dos quais
foi possivel a identificacdo até a espécie. Foram recolhidos um total de 4245 individuos em
L1, 802 individuos em L2 e 774 individuos em L3. Quanto as determina¢des de biomassa
(peso fresco) obteve-se um total de 115,353 gem L1, 33,547 gem L2 ¢ 71,198 g em L3.

A fauna encontrada nos sedimentos dos locais de amostragem ¢ constituida
fundamentalmente por anelideos, moluscos, equinodermes e crustaceos. Os anelideos
constituem o grupo com maior abundancia (77,10%) e com maior riqueza em espécies
(54,01%), no entanto, foram os moluscos que mais contribuiram para a biomassa total
(81,65%).

Para além destes grupos taxondmicos referidos, espécimes de Anthozoa, Nemertes,
Phoronida e Tubellaria contribuiram também para a macrofauna total.

Na tabela 3 esta representada, para cada local de amostragem (amostra composita
correspondente a uma area de amostragem de 0,4m?), um resumo dos dados de riqueza em
espécies, abundancia total e biomassa total (expressa em gramas de peso fresco) para cada

um dos grupos taxondmicos referidos.

Tabela 3 — Riqueza em espécies, abundancia total e biomassa total (expressa em gramas de peso
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fresco) para cada um dos grupos taxondémicos encontrados durante a campanha de amostragem na Guia em

Julho de 2005 (dados referentes a amostra composita correspondente a uma area de amostragem de 0,4m?).

Grupo taxonoémico

Riqueza em
espécies

(n.° de espécies)

Abundancia
(n.° de individuos)

Biomassa (expressa em
gramas de peso fresco)

L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3
Annelida
Polychaeta 39 42 42 3505 | 432 550 3,6698 1,6130 | 2,2378
Oligochaeta 1 0 0 1 0 0 0,0002 0 0
Mollusca
Gastropoda 2 2 3 132 21 13 56,8625 | 11,6213 | 7,5240
Bivalvia 5 11 10 147 172 61 28,3319 | 18,4804 | 56,2879
Arthropoda
20 18 11 101 66 71 0,6573 | 0,6927 | 0,9496
Malacostraca
Echinodermata
Asteroidea 1o | o 2 0 0 | 0,0048 0 0
Echinoidea 1 1 1| 229 | 17 2 | 25,4270 | 0,2996 | 2,9600
Holothurioidea 0 0 ) 0 0 5 0 0 0,0627
Ophiuroidea 3 2 2 35 1 6 | 00711 | 0,2469 | 0,3228
Varios 3 3 2 93 91 41 0,1948 | 0,4032 | 0,4477
Total para cada
local de 75 79 73 4245 | 802 774 | 115,353 | 33,547 | 71,1980
amostragem
Total para o
conjunto dos locais 122 5821 220,0975

de amostragem
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Os anelideos foram encontrados em todos os locais de amostragem, tendo sido o
grupo taxondémico com maior abundancia. Foram recolhidos um total de 4488 individuos
(4487 poliquetas e 1 oligoqueta), e identificadas 64 espécies de poliquetas e 1 espécie de
oligoqueta.

Dentro dos anelideos as espécies mais abundantes, no conjunto dos locais de
amostragem, pertencem a familia dos Capitellidae de onde se destaca Capitella spp.. A
maior densidade de Capitella spp. ocorreu no local de amostragem L1 (local mais proximo
da extremidade do emissario submarino) onde foram recolhidos 2976 individuos no total
das 4 réplicas, tendo este local apresentado 99,94 % do total dos individuos recolhidos
deste complexo de espécies.

Também o capitelideo Mediomastus fragilis apresenta uma maior densidade junto a
parte terminal do emissario (108 individuos em LI, 5 individuos em L2 e apenas 1

individuo em L3).

No local de amostragem L1, Capitella spp., contribui em cerca de 70,11% para o
valor da abundancia e apenas em cerca de 0,23% para o valor da biomassa. Neste local de
amostragem, sdo os individuos de Nassarius reticulatus que mais contribuem para o valor
de biomassa (48,91%). Assim, em L1 s3o duas espécies oportunistas a apresentar maior
contribuicdo quer para o valor da abundancia, quer para o valor da biomassa do local.
Também se pode verificar que em L1, os anelideos representam cerca de 82,59% da

abundancia e apenas 3,18% da biomassa total.

No local de amostragem L2 ¢ o bivalve Tellina fabula que apresenta uma maior
contribuicdo para a abundancia (cerca de 19,70%). Quanto aos anelideos, deixa de ser
Capitella spp. a espécie com maior abundancia passando a espécie Spiophanes bombyx a
ocupar este lugar (cerca de 12,59%), seguida de Magelona johnstoni com cerca de 11,47%
da abundancia. Em termos de biomassa a espécie que domina em L2 ¢ T. fabula (41,22%)
seguindo-lhe o gastropode N. reticulatus (34,01%). A estas duas espécies corresponde
75,23% da biomassa do local e ocupam respectivamente o 1° e o 14° lugar na ordem da
abundancia. Neste local de amostragem, assistimos a uma diminui¢do da contribuicdo dos
anelideos na abundédncia, mantendo-se, no entanto, como grupo que mais contribui para

aquela variavel (53,93%), e representando cerca de 4,80% da biomassa total (expressa em
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gramas de peso fresco).

Em L3, sdo os individuos de Chamelea striatula (apesar de ocuparem 14° lugar na
ordem da abundancia) os responsaveis por 73,76% da biomassa do local. Verifica-se
portanto, que um valor superior de biomassa em L3 se deve a presenca de individuos com

maior biomassa individual mas com um pequeno numero de efectivos.

Na figura 7 esté representada, para cada local de amostragem, a espécie com maior

abundéancia e maior biomassa.
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Figura 7 — Representagdo, em cada local de amostragem, da espécie com maior abundancia (rosa) e

biomassa (preto) (expresso em gramas de peso fresco).

Em L3, as abundancias relativas das espécies mais abundantes sdo mais proximas
entre si, de tal modo que a espécie com maior abundancia relativa é o anelideo Lumbrineris
gracilis (10,59%) seguindo-se Spiophanes bombyx (9,56%), ou seja, a dominancia ¢ menor

neste local. Relativamente a biomassa, ¢ o bivalve C. striatula o principal responsavel por
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aquele valor (73,75%) seguindo-lhe o gastrépode N. reticulatus (10,31%).
Em L3, os anelideos surgem como grupo que mais contribui para abundancia do
local, aumentando para 71,06% a sua abundancia relativa, enquanto que a sua contribui¢ado

para a biomassa total decresce para 3,14%.

Pela analise dos dados aqui referidos pudemos constatar um pico de abundancia e
de biomassa em L1. O pico de abundancia deve-se sobretudo a Capitella spp., enquanto
que o pico de biomassa se deve a presenca de N. reticulatus. Estas duas espécies sdo
consideradas espécies oportunistas e a sua presenga ¢ vulgar em locais onde existe uma
carga organica mais ou menos acentuada (Pearson & Rosenberg, 1978; Silva et al., 2004).

Na tabela 4 estdo representadas, para cada local de amostragem as espécies que
apresentam biomassa superior a 1% da biomassa total (valores relativos & amostra

composita por local de amostragem).

Tabela 4 — Representagdo das espécies que apresentam biomassa superior a 1% da biomassa total

(valores relativos a amostra composita por local de amostragem correspondente a uma area de amostragem

de 0,4m?).

L1 L2 L3

Espécie % Biom Espécie % Biom Espécie % Biom
Nassarius reticulatus 48,91 Tellina fabula 41,22 Chamelea estriatula 73,76
Tellina fabula 24,35 Nassarius reticulatus 34,01 Nassarius reticulatus 10,31
Echinocardium cordatum 22,07 Chamelea estriatula 10,77 Echinocardium cordatum 4,18
Diopatra marocensis 1,50 Phaxas pellucidus 2,38 Abra alba 1,76
Sigalion mathildae 1,85 Hyalinoecia bilineata 1,19
Diogenes pugilator 1,37 Mactra coralina 1,18

Como se pode observar na tabela 4, em L1 a biomassa estd distribuida,

maioritariamente, por um n.° muito reduzido de espécies, estando 73,26% do seu valor
associado a apenas duas espécies (N. reticulatus, T. fabula). Em L3 a espécie que
representa 73,76% da biomassa, surge na 14* posicao relativamente a abundancia (tabela 5).
Assim, neste local de amostragem, a reparti¢do desigual da biomassa, em favor de uma

espécie, resulta da maior dimensdo individual dos individuos e ndo de uma dominancia
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numérica.

Na tabela 5 estdo representadas as espécies que apresentam abundancia superior a

2% em cada local de amostragem (valores relativos & amostra composita por local de

amostragem).

Tabela 5 — Representagdo das espécies que apresentam abundancia superior a 2% em cada local de

amostragem (valores relativos a amostra composita por local de amostragem correspondente a uma éarea de

amostragem de 0,4m?).

L2 L3
L1
Espécies % Abund Espécies % Abund Espécies % Abund
Tellina fabul 19,70 Lumbrineris gracilis 10,59
Capitella spp. 70,11 ellina fabula &
. . Spiophanes
Echinocardium PP 12,59 Spiophanes bombyx 9,56
5,39 bombyx
cordatum
Magelona
i 11,47 Ampelisca sp. 8,66
Tellina fabula 3,35 Jjohnstoni
Anthozoa n.i. 5,49 Magelona johnstoni 7,88
Nassarius reticulatus 3,02 ? agetond jornstont
X Nemertea n.i. 4,99 Hyalinoecia bilineata 7,62
Mediomastus fragilis 2,54
Fuumida 4,61 Magelona filiformi 5,30
, agelona filiformis ,
Nemertea n.i. 2,14 bahusiensis & sl
Chaetozone setosa 3,12 Chaetozone setosa 4,01
Spiophanes bombyx 1,77
Prionospio fallax 2,74 Clymenura clypeata 3,36
Spio decoratus 2,62 Nemertea n.i. 2,84
Echinocardium
2,12 Prionospio steenstrupi 2,58
cordatum
Anthozoa n.i. 2,45
Euclymene oerstedi 2,45
Tellina fabula 2,45
Chamelea striatula 2,33
Sthenelais limicola 2,07
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Pela andlise da tabela 5 podemos verificar em L1 dominam numericamente,
espécies oportunistas como a Capitella spp., T. fabula, N. reticulatus e Mediomastus
fragilis (Pearson & Rosenberg, 1978). O seu dominio numérico vai diminuindo a medida
que nos afastamos do emissario, sendo substituidas por espécies como Lumbrineris gracilis,
S. bombyx e Hyalinoecia bilineata, consideradas espécies tipicas daquele local antes do

inicio do funcionamento do emissario (Silva et al., 2004).

Para cada um dos locais de amostragem foi determinado a abundancia (A - n.° de
individuos/0,1m?), a biomassa (B — gramas de peso fresco/0,1m?), a riqueza em espécies
(n.° de espécies/0,1m®), a abundincia média por espécie (A/S), a biomassa média por
individuo (B/A) e o indice de diversidade em espécies (H") relativamente a abundancia
(Tabela 6). Os valores de H" variam entre 1,42 e 3,20 aumentando a medida que aumenta a

distancia ao emissario.

Tabela 6 — Valores de Abundancia (A), Biomassa (B), Riqueza em Espécies (S), Diversidade em
espécies relativamente a abundancia (H'), abundincia média por espéce (A/S) e biomassa média por
individuo (B/A), para cada local de amostragem (dados referentes ao valor médio de 4 réplicas por local de

. , 2
amostragem, ou seja, correspondente a uma area de amostragem de 0,1m”).

Local de A B s H' ASS B/A
amostragem

1 1061,25 28,84 42,75 1,42 25,04 0,027

2 200,50 8,37 43,25 2,83 4,59 0,041

3 193,50 17,80 44,25 3,20 4,38 0,097

Pela analise da tabela 6 verificamos que a abundancia e a relacdo A/S diminuem
com o afastamento ao emissario enquanto assistimos ao aumento da riqueza em espécies,
do indice de diversidade e da biomassa média por individuo (B/A). A biomassa apresenta o
seu valor maximo no local mais proximo ao emissario e o valor mais baixo em L2.

A distribui¢do da abundancia pelas diferentes espécies torna-se mais uniforme com
o afastamento ao emissario. Esta situacdo ¢ confirmada nas curvas de domindncia da

abundancia (figura 8).
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Figura 8 — Curvas de dominancia da abundéncia para os trés locais de amostragem (referentes a area

de amostragem de 0,1m?).

Para L1 a curva tem inicio acima dos 70% sendo a espécie Capitella spp., como ja
foi referido, responsavel por 70,1% da abundancia. As restantes curvas indicam um grau de
dominancia relativamente baixo, iniciando-se a 19,7% para o local de amostragem L2 e

10,59% para L3.

Na figura 9 estdo representadas as curvas de dominancia da abundancia e da

biomassa (curvas ABC) para cada local de amostragem.
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Figura 9 — Curvas comparativas da dominancia da abundéncia e biomassa (curvas ABC) para cada

local de amostragem (referentes a area de amostragem de 0,1m?).

38



Para o local de amostragem L1, verifica-se que a curva de dominancia da
abundancia surge, inicialmente, num plano superior ao da biomassa. Esta situacdo aliada
ao facto de que as curvas se mantém muito proximas uma da outra, bem como a
constatacdo da presenca, neste local, de espécies oportunistas, sugerem que este local esta
sujeito a perturbacdo por enriquecimento organico, corroborando os dados relativos as
espécies presentes neste local. De facto, em condi¢cdes de perturbagdo moderada, as
espécies competitivas dominantes superiores, sdo eliminadas e a desigualdade entre os
tamanhos das espécies dominantes numericamente € em biomassa ¢ reduzida de modo a
que as respectivas curvas de domindncia sdo quase coincidentes, podendo até cruzar-se
uma ou mais vezes (Clarke & Warwick, 1994).

Para os locais L2 e L3, a curva de dominancia da biomassa surge sempre num plano
superior ao da curva de dominancia da abundancia, verificando-se, que o valor da
estatistica w aumenta a medida que nos afastamos do emissario (w = 0,046 em L1, w =
0,201 em L2, w = 0,277 em L3), indicando a presenca de espécies de abundancia reduzida
mas de elevada biomassa individual. Em L2, T. fabula, N. reticulatus e C. striatula, sao
responsaveis por cerca de 85% da biomassa total daquele local, apenas lhes
correspondendo 21,56% de abundancia. Em L3, a principal responsavel pelo valor de
biomassa ¢ a espécie C. striatula (73,76% da biomassa total com uma abundancia relativa
de 2,32%).

Deste modo, e salientando o facto de que os sedimentos foram recolhidos a mesma
profundidade e que o teor em finos ¢ semelhante para os sedimentos dos trés locais, pela
observacdo das curvas ABC da figura 9 poderemos constatar que a medida que nos
afastamos do emissario, a perturbacdo introduzida pelo enriquecimento organico diminui,
sugerindo a existéncia de um gradiente decrescente de enriquecimento orgénico a partir do

emissario submarino.

4.3 — Avaliacao dos niveis de imposex em Nassarius reticulatus na area de
estudo

Foram recolhidos no total das nassas lancadas ao mar 4314 individuos em L1, 7505
individuos em L2 e 785 individuos em L3. Nas tabelas do anexo 3 sdo apresentados, para

cada local de amostragem, os dados relativos ao nivel de imposex de Nassarius reticulatus.

Os animais foram aleatoriamente seleccionados em cada local e observados utilizando 4
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amostras (réplicas) por estagdo de amostragem. Foram observadas, no total das 4 réplicas
por local de amostragem, 146 fémeas (40; 40; 26; 40) e 94 machos (20; 20; 34; 20) de L1,
162 fémeas (48; 40; 40; 34) ¢ 85 machos (19; 20; 20; 26) de L2, 145 fémeas (35; 29; 17,
64) e 125 machos (25; 31; 13; 56) de L3. Na figura 10 estdo indicados os valores de VDSI,
de % I, de FPL e de RPLI determinados para cada local de amostragem. O comprimento de

pénis das fémeas encontra-se expresso em milimetros.
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Figura 10 — Valores de VDSI (A), % I (B), FPL (C — valores expressos em mm) e RPLI (D) observados em

Nassarius reticulatus em cada local de amostragem.
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Como se pode verificar pelos dados da figura 10, o valor mais elevado de VDSI foi
obtido para as fémeas recolhidas no local de amostragem L3 (0,842), ao qual corresponde
também a percentagem mais elevada de fémeas afectadas por imposex (70,25%). O local
L2 registou valores intermédios de VDSI (0,463) e de % I (45,08%) tendo sido no local de
amostragem L1 que se obtiveram os valores mais baixos dos indices atras referidos, 0,418
e 40,53%, respectivamente.

O gradiente crescente de L1 para L3 relativamente aos indices VDSI e % I ndo foi
observado relativamente aos indices FPL e RPLI. De facto, verificou-se que no local L2 as
fémeas apresentam os valores mais baixos quer de FPL (0,062mm) quer de RPLI (0,587).
Foi em L3 que se observaram os valores mais elevados de FPL (0,124mm) e RPLI (1,202).
O local de amostragem L3 foi o tinico local onde surgiram fémeas que apresentavam vias b
(3 animais no estadio 1 b) no processo de evolugdo de imposex. Quanto ao comprimento
do pénis dos machos (tabela 7) ndo se registaram variagdes significativas para os trés locais
de amostragem (ANOVA: F= 0,351; P=0,714), de onde se conclui que o comprimento de
pénis dos machos ndo teve um efeito importante na variagdo do RPLI observada entre

aqueles locais.

Tabela 7 — Valores médios de comprimento de pénis dos machos (PL) e respectivos desvios padrdo
observados em cada local de amostragem (valores expressos em mm). M PL: valores médios de comprimento

de pénis dos machos; s: desvio padrao

Local M PL S
L1 10,584 0,596
L2 10,480 0,390
L3 10,328 0.350

Na figura 11 estdo representados os valores de VDSI, de % I, de FPL, de RPLI e

respectivos desvios padrdo, determinados para cada local de amostragem.
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estatistico relativamente a L1 e a L2 (Teste de Tukey, P <0,001).
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Ap0s determinacdo dos parametros em estudo, verificou-se que os valores de VDSI e
a percentagem de fémeas afectadas por imposex (% I) aumentam com o afastamento ao
emissario submarino, tendo-se verificado a existéncia de diferengas significativas nos
valores de VDSI (ANOVA: F=34.9; P <0.001) e de % I (ANOVA: F=40.,4; P <0,001) nos
trés locais de amostragem. De facto, verificou-se que os animais recolhidos em L3
apresentam um valor médio de VDSI de 0,842, o qual ¢ significativamente superior ao
valor registado em L2 (VDSI= 0,463; g=9,61; P <0,001) e em L1 (VDSI =0,418; g=10,76;
P <0,001). No que diz respeito aos valores de % I, verificou-se que em L3 70,25% das
fémeas exibem imposex e que esta frequéncia ¢ significativamente superior a registada em
L2 (% I=45,08%; q=10,01: P <0,001) e em L1 (% I=40,53; g=11,79: P <0,050).

Quanto aos valores de FPL e RPLI, verificou-se que estes ndo apresentam o mesmo
gradiente de variagdo dos indices VDSI e % 1. De facto, os indices de FPL e RPLI
apresentam o valor mais baixo em L2 (0,062 e 0,587, respectivamente) e o valor mais
elevado em L3 (0,124 e 1,202, respectivamente). No entanto, ndo existem diferengas
significativas entre os valores de FPL (F= 1,55; P= 0,26) e de RPLI (F= 1,738; P= 0,230)

nos trés locais de amostragem.

4.4 - Avaliacao do efeito de uma mistura de compostos com actividade

estrogénica e do TBT na inducio de imposex em Nassarius reticulatus

Os niveis de imposex de Nassarius reticulatus recolhidos na Ria de Aveiro em

Novembro de 2006 estdo representados na tabela 8.

Tabela 8 — Valores médios de altura de concha, VDSI e FPL, e respectivos desvios padrdo (s), de

fémeas recolhidas na Ria de Aveiro para inclusdo na experiéncia. N: nimero de fémeas observadas.

Fémeas
Altura de Concha VDSI FPL
N (mm)
média S média S média S
27 25,89 2,33 3,04 0,77 1,32 1,31

Pretendia-se, inicialmente, proceder a observagdo das fémeas de 10 das 20 réplicas

de cada ensaio, ao fim de 45 dias de exposi¢cdo, e das restantes ao fim de 90 dias. No
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entanto, o cumprimento deste objectivo ndo se tornou possivel devido a uma avaria no
sistema de controlo de temperatura da camara climatica. Deste modo, procedeu-se a
observacdo de todas as réplicas nos 2 dias subsequentes a avaria daquela. A experiéncia foi,
por isso, interrompida a 30 de Janeiro de 2007.

Durante o periodo de exposi¢do morreram 2 animais de frascos distintos do
tratamento TBT+MCAE 12,5%.

Na tabela 9 estdo apresentados os dados relativos a VDSI e FPL obtidos ao fim 30

dias do ensaio.

Tabela 9 — Valores médios de VDSI e de FPL obtidos ao fim de 30 dias de exposi¢ao nos diferentes
tratamentos: C — Controlo; CS — Controlo de Solvente; TBT (250 ng Sn-TBT/L); TBT+ MCAE 12,5%;
TBT+ MCAE 25%; TBT+ MCAE 50%. H — Altura de concha expressa em milimetros; M — valor médio; s —

desvio padrio.

H (mm) VDSI FLP

Trat.

M S M S M S
C 26,002 2,219 2,429 | 0,885 | 0,614 | 0,447
CS 26,092 2,231 2,442 | 0,965 | 0,709 | 0,559
TBT 25,849 2,573 2,798 | 0,615 | 3,509 | 1,583
TBT +
MCAE 26,027 2,436 2,793 | 0,613 | 3,242 | 1,382
12,5%
TBT +
MCAE 26,084 2,235 2,768 | 0,660 | 3,267 | 1,523
25%
TBT +
MCAE 26,252 2,411 2,660 | 0,789 | 2,994 | 1,485
50%

Registou-se, relativamente ao Controlo, um aumento dos valores dos indices de
imposex no tratamento em que o TBT foi introduzido, tendo sido o indice FPL o que

mostrou o maior aumento (Tabela 9).
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Figura 12 — Valores médios do comprimento de pénis (FPL) para os tratamentos Controlo, Controlo
de Solvente, TBT (250 ng Sn-TBT/L) e solu¢des de TBT (250 ng Sn-TBT/L) com adi¢do da mistura de
compostos com actividade estrogénica (MCAE 12,5%, MCAE 25% e MCAE 50%); as barras de erro dizem

respeito aos respectivos desvios padrdo das médias determinadas.

Verificou-se que os animais em todos os tratamentos em que o TBT foi introduzido
apresentaram pénis de maior comprimento relativamente aos animais dos tratamentos
Controlo e Controlo de Solvente (figura 12). De facto, o FPL nos tratamentos em que foi
introduzido TBT variou entre 2,99 mm e 3,51 mm enquanto que nos tratamentos Controlo e
Controlo de Solvente apresentou valores de 0,614 mm e 0,709 mm, respectivamente. A
andlise estatistica mostrou existirem diferencas significativas nos valores do comprimento
do pénis (sujeitos a transformacao raiz quadrada) entre os tratamentos (ANOVA: F=100,55;
P <0,001). Nao se observaram diferengas significativas entre os valores de FPL do
Controlo e do Controlo de Solvente (q=0,677; P=0,997), podendo-se concluir que o etanol
utilizado como solvente dos compostos em estudo ndo induziu o desenvolvimento de
imposex. No entanto, os animais dos tratamentos em que foi introduzido TBT
apresentaram pénis com comprimento significativamente superior aos dos animais do
Controlo (Teste Tukey: 17,124 <q <21,366; P <0,001) e do Controlo de Solvente (Teste de
Tukey: 17,124 <q <20,001; P <0,001), o que comprova que o TBT tem um efeito
significativo na indugdo de imposex.

Quando os animais sdo expostos a TBT (250 ng Sn-TBT/L) em simultdneo com
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concentragdes crescentes da MCAE (12,5%, 25% e 50%) os valores de FPL diminuem
ligeiramente quando comparados com o tratamento TBT. No entanto, uma vez que ndo se
observaram diferencas significativas nos valores de FPL (apds transformagao raiz quadrada)
entre o tratamento TBT e os tratamentos TBT + MCAE 12,5% (q= 1,024; P=0,979), TBT+
MCAE 25% (q= 1,214; P=0,956) e TBT+MCAE 50% (q= 2,995; P=0,278), conclui-se que
a adicdo da mistura de compostos com actividade estrogénica ndo teve um efeito

significativo no desenvolvimento de imposex.
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5 — Discussao

A andlise granulométrica realizada revelou que os trés locais de amostragem
apresentam sedimentos do tipo areia fina, com um teor em finos inferior a 5 % registando-
se um ligeiro aumento no valor deste pardmetro com a aproximacao a entrada do estuério,
o qual constitui a principal fonte de introducgdo de finos nesta regido costeira (Neves et al.,
2002).

Muita da importancia da presenga de fraccdes de finos deve-se ao facto de, quanto
maior a propor¢do que elas apresentam num sedimento, menor serd o espago entre as
particulas que o constituem condicionando a capacidade de drenagem e de oxigenagdo do
sedimento e, deste modo, o tipo de habitat disponivel para os organismos. Por outro lado,
se a propor¢do de particulas com tamanho inferior a 0,063 mm for elevada, ¢ provavel que
o sedimento apresente uma elevada fraccdo de matéria organica (Litle, 2000). No entanto,
o teor em finos e os valores de so6lidos volateis totais registados nos trés locais de
amostragem sd3o muito semelhantes entre si sugerindo que, apesar da maior proximidade de
L1 a regido de dispersdo do efluente, ndo ocorre neste local acumulacdo de finos nem de
solidos volateis totais.

A medida que a distancia dos locais de amostragem ao emissario aumenta, os valores
de potencial de oxidagdo-redu¢do dos sedimentos aumentam. O valor mais baixo deste
parametro foi determinado no sedimento do local L1 (-28 mV) apesar do seu contetido
solidos volateis totais ser ligeiramente superior ao registado em L2. A conjugacdo destes
dois parametros, associado ao facto de que ndo existe variagdo significativa no teor em
finos nos trés locais de amostragem e que, a colheita dos sedimentos ocorreu a mesma
profundidade e no mesmo momento de amostragem, podera indiciar que nas imediagdes do
emissario submarino, o meio receptor apresenta capacidade de degradar eficazmente a
carga organica que recebe. Esta degradacdo ocorre, provavelmente, pela ac¢do de
comunidades bacterianas consumidoras de oxigénio, justificando deste modo o valor
negativo do potencial de oxidagdo-reducdo a semelhanga do que havia ja sido detectado em
anos anteriores (Silva et al., 2004). O principal constituinte de efluentes domésticos com
ac¢do nefasta sobre o meio receptor ¢ a matéria organica, uma vez que a sua oxidacao
bacteriologica conduz ao consumo de grandes quantidades de oxigénio. A introdugdo de

matéria organica num determinado ecossistema aquatico, com consequente diminui¢do de
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oxigénio, pode conduzir a um desenvolvimento exacerbado de espécies oportunistas.
Mesmo que os efluentes sejam tratados, a sua libertagdo em meio aquatico pode conduzir a
altera¢des nas comunidades dos meios receptores. Isto pode ocorrer com maior frequéncia
se as estacdes de tratamento de efluentes apenas efectuarem tratamentos primarios e/ou
secundarios, os quais removem a matéria organica mas deixam em solucdo elevadas
concentragdes de nutrientes como nitratos ¢ fosfatos (Litle, 2000).

A zona de descarga do efluente apresenta excepcionais condi¢des hidrodinamicas
para lancamento de efluentes, devido a combinacdo das caracteristicas do fundo do mar
com a hidrodindmica das correntes, induzidas pelas marés e por ventos fortes, que
provocam a superficie uma corrente residual para noroeste no sentido do mar alto e
velocidades elevadas no fundo, susceptiveis de assegurar assim um poderoso mecanismo
adicional de dispersdo (Marecos et al, 2001; Neves et al., 2002), podendo deste modo,
impedir a acumulagdo de s6lidos volateis totais nas proximidades do emissario (Marecos,
2001).

Relativamente aos dados biolégicos, verificaram-se, nas proximidades do emissario,
alteracdes na macrofauna bentonica que podem ser atribuidas ao contributo organico do
efluente, nomeadamente a instalagdo de espécies oportunistas as quais sdo capazes de se
reproduzir e crescer rapidamente, tirando partido imediato de alguma alteragdo no meio
ambiente em que ocorre a eliminacdo de competicdo (Pearson and Rosenberg, 1978). O
indicador mais universal de poluicdo organica num determinado local é a presenga de
Capitella spp, (Litle, 2000). Tratam-se de anelideos detritivoros ndo selectivos, com uma
fecundidade elevada, maturacdo sexual precoce e grande variabilidade genética, o que
favorece uma adaptacdo rapida a um meio predominantemente instavel (Pianka, 1970;
Grassle & Grassle, 1974). Aquele complexo de espécies ausente da macrofauna bentdnica
daquele local antes do inicio do funcionamento do emissario (Quintino et al, 2006) e
ausente em L3, foi o taxa predominante em L1 suplantando o anelideo Hyalinoecia
bilineata considerado como uma das espécies tipicas daquele local antes do inicio do
funcionamento do emissario (Silva et al., 2004). H4 ainda que salientar a presenca de
outras espécies oportunistas ou tolerantes, caracteristicas de locais sujeitos a
enriquecimento organico, como Nassarius reticulatus, Abra alba, Corbula gibba, Tellina
spp, Tharyx spp, Caulleriella spp., Pseudopolydora spp e Spiochaetopterus spp. (Pearson

and Rosenberg, 1978; Clarke & Warwick, 1994), apresentando um elevado nimero de
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individuos em L1 e o decréscimo do seu numero, & medida que nos afastamos da
extremidade do emissario.

Sendo Hyalinoecia bilineata uma espécie abundante na plataforma costeira, ao largo
de Cascais, em zonas de areia fina a muito fina (www.biorede.pt) a sua distribuicdo, nos
locais de amostragem estudados, contraria a da Capitella spp., sugere que o local L3 se
aproxima das condi¢des de pré-funcionamento do emissario. No presente estudo, verificou-
se, a semelhanga de outras campanhas de amostragem (Silva et al., 2004) que o local mais
proximo ao emissario apresentou o valor mais baixo de riqueza em espécies mas os valores
mais elevados quer de biomassa quer de abundancia. O aumento da riqueza em espécies € a
diminui¢do da abundancia de L1 para L3, associado ao pico de biomassa registado em L1,
evidenciam neste local, a presenca de uma perturbacdo segundo o modelo SAB proposto
por Pearson & Rosenberg (1978). Este modelo explica a variagdo das variaveis biologicas
primarias (abundancia, biomassa e riqueza em espécies) na sucessdo da macrofauna
bentonica ao longo de um gradiente de enriquecimento organico. Assim, perante um
gradiente decrescente de enriquecimento organico, no tempo ou no espacgo, este modelo
propde a existéncia de uma zona altamente poluida, uma zona poluida e uma zona de
transicdo relativamente a uma zona “normal” presente no final desse gradiente e a qual
correspondera uma comunidade ndo perturbada. A zona altamente poluida ndo apresenta
macrofauna; a zona poluida apresenta uma riqueza em espécies inferior a observada na
zona nao perturbada mas uma elevada abundancia devido a presenca de espécies
oportunistas e a qual corresponde um pico no valor da biomassa. Finalmente, a zona de
transicdo apresenta os valores mais elevados de biomassa e de riqueza em espécies,
enquanto que a abundancia continua a apresentar um valor superior ao da zona de
referéncia mas inferior ao da zona poluida.

Relativamente ao aumento da biomassa observado de L2 para L3, verifica-se que
este aumento se deve a presencga de espécies caracteristicas das condigdes de referéncia que,
apesar de um baixo nimero de efectivos, apresentam uma elevada biomassa individual
como ¢ o caso da espécie Chamalea striatula (Silva et al., 2004). Assim, a variagdo de
biomassa observada, resulta da maior dimensdo individual dos individuos e ndo de uma
dominancia numérica.

Pearson et al. (1982) propuseram a analise da presenca de gradientes de

enriquecimento organico mediante a avaliacdo das variacdes das relagdes A/S e B/A.
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Assim, sucessivos aumentos da relacdo B/A e a diminuicdo da relacdo A/S indiciam o
afastamento a fonte de perturbag@o. No presente trabalho verificAmos que se assiste a esta
situacdo, ou seja, que a biomassa média por individuo aumenta com o afastamento ao
emissario enquanto que a abundancia média por espécie diminui. Também o aumento do
valor do indice de diversidade H" de L1 para L3 sugere o afastamento a uma fonte de
perturbagao.

A variacdo observada para os valores de abundancia, riqueza em espécies, indice de
diversidade e a relagdo A/S, bem como a diminui¢do ou auséncia de individuos de espécies
oportunistas, corroboram o afastamento a uma fonte de enriquecimento organico.

A andlise da estrutura do povoamento através da construcdo de curvas de dominancia
(curvas k) e de curvas ABC, sugerem para o local L1, uma zona de perturbagdo uma vez
que a curva de dominédncia da abundancia surge, inicialmente, num plano superior ao da
biomassa. Esta situagdo aliada ao baixo valor da estatistica w (0,046), bem como a
constatacdao da presenca, neste local, de espécies oportunistas, sugerem que este local esta
sujeito a perturbag@o por enriquecimento organico. De facto, em condi¢des de perturbagao
moderada, as espécies competitivas dominantes superiores sao eliminadas e a desigualdade
entre os tamanhos das espécies dominantes numericamente e em biomassa ¢ reduzida de
modo a que as respectivas curvas de domindncia sdo quase coincidentes, podendo até
cruzar-se uma ou mais vezes (Clarke & Warwick, 1994).

Em L3, a biomassa ¢ dominada por um nimero limitado de espécies de maior
tamanho, cada uma das quais representada por um pequeno numero de individuos,
enquanto que a dominancia numérica surge para espécies mais pequenas, o que €
caracteristico de comunidades ndo sujeitas a perturbacdo. Nesta situag¢do a distribuicao do
numero de individuos pelas as espécies € mais uniforme do que a distribuicdo da biomassa,
a qual apresenta uma domindncia mais intensa pelo que a curva de dominancia da
biomassa, surge superiormente a curva da abundancia ao longo de toda a sua extensao
(Clarke & Warwick, 1994).

A informacdo recolhida por este estudo revelou existéncia de alguns efeitos
ambientais, provavelmente associados a elimina¢do de aguas residuais pelo emissario
submarino da Guia. As alteragdes, ou substituicdo de espécies, observadas na composi¢ao
das comunidades bentonicas bem como as curvas ABC sugerem a existéncia de um

gradiente de enriquecimento organico que diminui com o aumento da distdncia a
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extremidade do emissario. Assim, o local de amostragem L1 exibe condigdes tipicas de
locais moderadamente poluidos por enriquecimento organico. Neste local observaram-se
alteracdes da fauna macrobentonica que podem ser atribuidas ao enriquecimento organico
induzido pelas descargas de efluentes, nomeadamente a instalagdo e/ou predominancia de
espécies oportunistas como por exemplo Capitella spp. e N. reticulatus. Estes impactos no
meio receptor, introduzidos pelo emissario submarino da Guia, minimos e altamente
localizados ndo sdo de todo inesperados devido as caracteristicas hidrodinamicas que
aquele local apresenta.

Podemos, em sintese, afirmar que o emissario submarino da Guia introduziu no meio
receptor, embora de uma foram moderada e localizada, alteragdes em alguns descritores do
meio sedimentar.

Durante a campanha de amostragem foram recolhidos N. reticulatus, através de
diversas nassas langadas ao mar em cada local, com o intuito de se proceder a avaliacdo
dos niveis de imposex nas imedia¢des do emissario submarino. Foram encontradas fémeas
afectadas por imposex em todos os locais de amostragem, tendo sido registados valores de
VDSI e de % I que variaram entre 0,418 e 0,842 e, entre 40 a 70%, respectivamente. A
presenca de N. reticulatus com imposex em mar alto ndo deverd constituir surpresa. De
facto, foi descrita por ten Hallers-Tjabbes e seus colaboradores (1994), pela primeira vez, a
ocorréncia de imposex em populagdes do gastrépode Buccinum undatum no Mar do Norte
em locais afastados da costa. Posteriormente foram descritas descobertas similares
relativamente aos gastropodes Bolinus brandaris, Hexaplex trunculus and Thais
haemastoma no Mar Mediterranico (Goémez-Ariza et al., 1999; Morabito et al., 1999),
Cassidaria tyrrhena, Colus gracilis, Cymbium olla and Bolinus brandaris no Atlantico ao
longo da costa Ibérica (Boon, 2001) e em Neptunea antiqua no Mar do Norte (ten Hallers-
Tjabbes et al., 2003). Também o estudo realizado por Rato et al. (2006) revelou que as
populagdoes de N. reticulatus ao longo de uma vasta area do noroeste da plataforma
continental Portuguesa, até 35 m de profundidade, se encontram contaminadas por TBT e
exibem imposex.

A andlise de imposex ao longo do gradiente de enriquecimento organico induzido
pelo funcionamento do emissario submarino da Guia, mostrou que os valores de VDSl e a
percentagem de fémeas afectadas por imposex (% I) aumentam a medida que nos

afastamos do emissario submarino. Estes resultados vieram confirmar a observagao
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realizada numa campanha anterior (Outubro de 2004) de que os niveis de imposex
naqueles gastropodes era menor em locais mais proximos do emissario. No entanto, os
valores de FPL e RPLI ndo exibiram o perfil de variagcdo dos indices VDSI e % I, o que a
partida parece sugerir alguma contradi¢do. Stroben ef al. (1992a) verificaram a existéncia
de correlagdo estatisticamente significativa entre o tamanho de pénis e o estadio de VDS.
No entanto, estes mesmos autores observaram que o comprimento do pénis aumenta,
geralmente, do estadio 1 ao 4, e ¢ a partir do estadio 3 que podem surgir variacdes de
tamanho mais significativas (0,1 a 10,8 mm no estadio 3; 1,0 a 18,0 mm no estadio 4 e 2,0
a 14, 0 mm no estadio 4+). Neste estudo obtiveram-se, para qualquer um dos locais de
amostragem, valores médios de VDSI inferiores a 1 e, deste modo, segundo o que atras
ficou dito, sera de esperar que a amplitude de variagdo do comprimento de pénis ndo seja
muito elevada. Alguns autores (Oehlman et al., 1998) indicam a utilizacdo do VDSI como
o parametro bioldgico mais aconselhado em estudos de monitorizagdo, uma vez que este
indice se caracteriza por apresentar menos desvios aos dados obtidos a partir de equagdes
concentragdo/efeito e, porque poderdo existir f€meas afalicas com imposex (vias b) sendo
nestes casos o imposex subestimado se forem utilizados indices que se baseiam no
tamanho de pénis (FPL e RPLI). Assim, entre os pardmetros vulgarmente utilizados na
avaliacdo dos niveis de imposex, o VDSI e a percentagem de fémeas afectadas apresentam
maior aplicagdo em programas de monitorizagdo (Barroso, 2001).

A existéncia de um gradiente de imposex decrescente com a aproximagdo ao
emissario podera dever-se, hipoteticamente, a uma diminui¢do da concentracdo de TBT
nos tecidos dos animais e/ou a influéncia de compostos com actividade estrogénica
presentes nas aguas residuais rejeitadas pelo emissario submarino. Para testar estas
hipéteses ¢ fundamental, no futuro, quantificar aqueles compostos nos tecidos de M.
reticulatus, nos sedimentos e na coluna de 4gua nos diferentes locais de amostragem.

Apesar de no presente estudo ndo terem sido realizadas andlises quimicas as aguas
residuais eliminadas pelo emissario, sabe-se que aquele tipo de efluentes sdo uma
complexa mistura de poluentes que poderdo apresentar propriedades ou capacidade de
provocar disrupgdo endocrina (Solé et al., 2003). Entre estes compostos encontramos 0s
produtos de degradagdo de alquifendis, hidrocarbonetos aromaticos, ftalatos, dioxinas,
furanos, herbicidas, pesticidas, farmacos e hormonas esterdides. Apesar de puderem existir

compostos com potencial actividade androgénica (Kirk et al., 2002; Leusch et al., 2006),
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nomeadamente TBT (Voulvoulis & Lester, 2006), o efeito global dos efluentes de origem
doméstica ¢ predominantemente estrogénico na maioria dos casos. De facto, sdo muitos os
estudos que referem a presenca de compostos disruptores enddcrinos com actividade
estrogénica nos efluentes domésticos e que descrevem a influéncia/efeitos destes em
organismos aquaticos (Desbrow et al., 1998; Larsson et al., 1999; Robinson et al., 2003;
Solé et al., 2003; Nakari, 2004; Quinn et al, 2004). A comunidade cientifica tem
manifestado grande atencdo relativamente aos compostos capazes de interagir com o
receptor humano de estrogénio o (hERa). Estes compostos apresentam uma grande
variedade estrutural devido a natureza flexivel do dominio de ligacdo daquele receptor
(Brzozowski et al.,, 1997) e podem afectar as fun¢des endocrinas de muitas espécies uma
vez que os receptores estrogénicos sdo estruturalmente similares entre os organismos de
diferentes grupos taxonomicos. Em invertebrados, nomeadamente em gastropodes, ja
foram identificadas hormonas esterdides (testosterona e 17B-estradiol) e receptores de
estrogénios similares aos de verterbrados (Jobling et al., 1998; Routledge et al., 1998;
DeFur et al., 1999; Tilton et al., 2002; Thornton et al., 2003; Kajiwara et al., 2006).

Para testar a hipotese de que o gradiente de imposex se deve a influéncia de
compostos com actividade estrogénica presentes nas aguas residuais rejeitadas pelo
emissario submarino realizaram-se, neste trabalho, experiéncias laboratoriais em que se
procedeu a exposi¢do de fémeas de N. reticulatus a uma mistura de 17p-estradiol, estrona,
170-etinilestradiol e nonilfenol. Sdo inimeros os estudos que evidenciam a actividade
estrogénica de qualquer um dos compostos inseridos na mistura, actuando isoladamente ou
em mistura, sobre organismos aquaticos (Desbrow et al., 1998; Larsson et al., 1999; Quinn
et al., 2004). Os métodos mais vulgares de avaliacdo de risco ecoldgico baseiam-se na
avaliagdo de moléculas isoladas. Isto constitui, no entanto, um contraste com o que se
verifica no meio ambiente, no qual os organismos se encontram em contacto com uma
grande variedade de compostos estrogénicos. Estes compostos, isoladamente e nas
concentragdes em que vulgarmente se encontram nos meios aquaticos raramente causaram
efeitos estrogénicos, excepcao feita para o 170 — etinilestradiol e para o 17p — estradiol.
Contudo, quando em ac¢do conjunta, esses compostos podem desencadear efeitos, os quais
serdo subestimados se apenas se estudarem os compostos isoladamente (Fent et al, 2006).
Sabe-se actualmente, que compostos com actividade estrogénica actuam de forma aditiva

quando inseridos em misturas complexas (Payne et al., 2000). Sumpter e Joblin (1995)
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observaram, apos exposi¢cdo in vitro de hepatocitos de peixes a uma mistura de compostos
com actividade estrogénica, efeitos sugestivos de uma accdo sinergista na producdo de
vitelogenina. Estudos recentes (Rajapakse et al,. 2002; Silva et al., 2002; Brian et al,
2005) demonstraram que misturas de disruptores enddcrinos com 0 mesmo mecanismo
(estrogénico) de ac¢do, cada um dos quais presente em concentragdes indcuas quando
isolados, foram capazes de produzir efeitos para os quais cada substancia contribuiu na
propor¢ao da sua poténcia. Torna-se, por isso, necessario avaliar a actividade de misturas
desses compostos e se as concentragdes em que eles se encontram no meio ambiente sdo
suficientes para causar efeitos fisiolégicos adversos nos individuos ou populagdes expostas
(Kolpin et al., 2002).

A escolha dos quatro compostos na mistura, bem como as concentragdes em que
foram utilizados, teve por base o conhecimento que existe relativamente aos componentes
com actividade estrogénica reconhecida que mais vulgarmente surgem nos efluentes
domésticos sujeitos a tratamento primdrio. Apesar de ndo terem sido considerados neste
trabalho factores como a carga organica e bacteriologica da dgua, e do nimero limitado de
compostos incluidos na mistura, acreditamos, face a estudos descritos na bibliografia, que
os compostos introduzidos naquela mistura serdo os que mais contribuem para o potencial
efeito estrogénico hipoteticamente associado ao efluente do emissario submarino da Guia.

Tal como nos trabalhos desenvolvidos por Barroso et al. (2002b), em que N.
reticulatus expostos a 250ng Sn-TBT/L, apresentaram o desenvolvimento de imposex logo
apos um més de exposi¢do, no presente trabalho a exposi¢do de fémeas daquele gastropode
a 250 ng Sn-TBT/L durante 1 més conduziu ao aumento dos valores dos indices de
imposex em estudo, tendo sido significativa a variagdo registada para o indice FPL. De
facto, sdo varios os estudos que referem a capacidade daquele composto na inducdo de
imposex (Stroben et al., 1992b; Bettin et al., 1996; Pope, 1998; Barroso et al., 2002b)
actuando como disruptor endécrino androgénico e conduzindo a masculinizagdo de fémeas.
O fenémeno de masculinizagdo pode variar nas diferentes espécies de prosobranquios mas
existe uma linha comum na qual se reconhece o crescimento de um pénis e o
desenvolvimento de um vaso deferente a par do tracto genital feminino (Matthiessen &
Gibbs, 1998; Oberdorster & Cheek, 2001).

Nos tratamentos em que, juntamente com a solu¢do de TBT, foi introduzida a

mistura de compostos com actividade estrogénica (MCAE) verificou-se que, a medida que
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a concentragdo da MCAE aumenta os valores dos pardmetros em estudo diminuem,
embora esta variagdo ndo tenha sido significativa em nenhum dos tratamentos em estudo.
Esta diminuicdo foi mais evidente relativamente ao comprimento de pénis das fémeas e
para o tratamento TBT + MCAE 50%. Apds 30 dias de ensaio e para as concentragdes
testadas, os resultados obtidos ndo permitiram demonstrar qualquer efeito significativo da
MCAE no desenvolvimento de imposex induzido pelo TBT. Contudo, ndo se pode excluir
a possibilidade de existir uma tendéncia da MCAE em contrariar os efeitos de disrup¢ao
enddcrina induzidos pelo TBT em N. reticulatus para periodos superiores a um més e para
concentragdes mais elevadas de CAE.

Face aos resultados das experiéncias seria importante repetir os ensaios prolongando
a sua duracdo e realizando andlises quimicas da dgua da e dos tecidos dos animais para se
ter um controlo das concentragdes efectivas de CAE ¢ de TBT testadas. Seria ainda
desejavel que a renovacdo das solucdes fosse realizada com maior frequéncia. De facto,
ndo foi determinado neste trabalho a taxa de degradacdo dos compostos com actividade
estrogénica ao longo do ensaio e, perante renovagdes semanais das solugdes, ndo se pode
excluir a possibilidade de ter ocorrido a degradagdo dos CAE impedindo a manutengdo de
concentragdes constantes daqueles. Por outro lado, seria importante realizar ensaios
envolvendo diluigdes do proprio efluente de forma a avaliar a sua influéncia no
desenvolvimento de imposex e no gradiente de imposex observado nas imediacdes do

emissario submarino da Guia.
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ANEXOS



ANEXO 1
Revisdo bibliografica sobre concentragdes de estrona, 17 B-estradiol, 17 a-
etinilestradiol, estriol, € nonilfenol presentes em influentes (Inf), efluentes (Efl) ou em
aguas de rio. Para cada estudo encontra-se referido o método de quantificagdo utilizado
e, sempre que possivel, o tipo de tratamento a que estdo sujeitas as aguas residuais em

cada estacdo de tratamento.
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Anexo 2

Bibliografia utilizada na identificacido da Macrofauna Bentonica
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series) n.° 45. Eds. Kermack, D.M., Barnes, R.S.K. The Linnean Society of London

and the Estuarine and Coastal Sciences Association.

Teblle, N., 1976. Brithish Bivalve Seashells — A handbook for Identification,
2" ed., Royal Scothis Museum. Edinburgh.
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Anexo 3

Dados relativos ao estudo da incidéncia de Imposex em Nassarius
reticulatus ao longo de um gradiente antropogénico de enriquecimento

organico em meio marinho costeiro.



Tabela 2.1 — Dados relativos aos machos observados durante o estudo da incidéncia de Imposex
em Nassarius reticulatus ao longo de um gradiente antropogénico de enriquecimento organico em meio
marinho costeiro. s — desvio padrao; PM —comprimento de pénis dos machos; N.° machos — ntimero de

machos observados.

Machos
Altura PM (mm)
A . Concha (mm) N.° machos

MOSHA 1 Nedia | s | Média s
L1.1| 25,97 1,89 11,25 1,71 20
L1 L1.2| 26,69 1,45 9,95 1,39 20
L1.3| 23,68 1,65 10,24 1,16 34
L1.4| 26,76 1,46 10,90 1,07 20
L2.1| 27,08 2,06 11,05 0,85 19
L2 L2.2| 27,16 1,69 10,20 1,32 20
L2.3| 27,09 1,65 10,40 1,19 20
L2.4| 26,93 1,78 10,27 1,80 26
L3.1] 26,72 2,09 10,52 2,22 25
L3 L3.2| 25,66 2,06 10,26 1,41 31
L3.3]| 24,38 1,43 10,02 1,70 13
L3.4| 27,38 1,77 10,52 1,56 56




Tabela 2.2 — Dados relativos as fémeas observadas durante o estudo da incidéncia de Imposex em
Nassarius reticulatus ao longo de um gradiente antropogénico de enriquecimento orgénico em meio
marinho costeiro (s: desvio padrao; N.° F: N.° de fémeas observadas; N. F Imp: N.° de fémeas afectadas
por imposex; % I: percentagem de fémeas afectadas VDSI: Indice de sequéncia do vaso deferente; FPL:

comprimento de pénis nas fémeas; RPLI: indice do comprimento relativo do pénis das fémeas na réplica).

Fémeas
Altura
Concha N.F VDSI FPL
Amostra (mm) N.°F Imp %1 RPLI
Média S Média S Média S
LI1.1 28,43 1,82 40 17 42,50 0,43 0,50 | 0,108 | 0,293 | 0,96
L1 L1.2 27,06 4,51 40 16 40,00 0,45 0,64 | 0,096 | 0,280 | 0,96
L1.3 26,43 2,26 26 9 34,62 0,35 0,49 0,003 | 0,005 | 0,03
L1.4 28,27 1,48 40 18 45,00 0,45 0,50 | 0,167 | 0,331 | 1,53
L2.1 29,00 1,72 48 25 52,08 0,52 0,50 | 0,086 | 0,221 | 0,76
L2 L2.2 28,80 3,56 40 18 45,00 0,50 0,64 | 0,105 | 0,316 | 1,03
L2.3 28,34 1,79 40 18 45,00 0,45 0,50 | 0,032 | 0,127 | 0,31
L2.4 | 28,17 2,55 34 13 38,24 0,38 0,49 0,024 | 0,119 | 0,24
L3.1 29,22 1,85 64 46 71,86 0,69 0,47 0,074 | 0,235 | 0,70
L3 L3.2 27,62 1,63 35 24 68,57 0,90 0,72 0,146 | 0,368 | 1,43
L33 | 27,69 2,13 29 22 75,86 0,94 0,97 0,120 | 0,266 | 1,20
L34 | 28,51 2,07 17 11 64,71 0,84 0,71 0,156 | 0,346 | 1,48

Tabela 2.3 Valor médio dos parametros caracterizadores de imposex, em cada local de amostragem (s:
desvio padrao; VDSI: indice de sequéncia do vaso deferente; FPL: comprimento de pénis nas fémeas;

RPLI: indice do comprimento relativo do pénis das fémeas na réplica; % I: percentagem de fémeas

afectadas).
Local de VDSI FPL RPLI % 1
amostragem | Média ] M¢édia ] Média S Média ]
L1 0,418 0,05 0,093 | 0,067 | 0,871 0,62 40,53 4,44
L2 0,463 0,06 0,062 | 0,040 | 0,587 0,38 45,08 5,65
L3 0,842 0,20 0,124 | 0,064 1,203 0,36 70,25 4,75






