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Resumo

A degradacdo dos sistemas aquaticos ¢ resultado das actividades antropogénicas que
aumentam continuamente as pressdes sobre o meio ambiente, através da introducao de
compostos xenobidticos de origem industrial, agricola e doméstica no biota. O presente
estudo recorreu a utilizagdo de uma bateria de biomarcadores enzimaticos e
histopatologicos, ferramentas importantes na deteccao precoce de efeitos causados pela
contaminagdo quimica, para avaliar o estado dos organismos presentes na Barrinha de
Esmoriz. O objectivo do presente estudo foi biomonitorizar e avaliar os efeitos da
contaminagdo quimica na Barrinha de Esmoriz, um sistema estuarino, em peixes
(Gambusia holbrooki e Anguilla anguilla) através da quantificacdao das actividades das
enzimas acetilcolinesterase (AChE), catalase (CAT), glutationa-S-transferases (GSTs) e
lactato desidrogenase (LDH), e da analise de alteragcdes em tecidos bioldgicos, como as
branquias e o figado. Para isso, foi seleccionado o Rio Minho como local de referéncia e
a Pateira de Fermentelos como um local com diferente tipologia de contaminado, de
modo a detectar as respostas a presenca de contaminantes nos biomarcadores
seleccionados. Os resultados sugerem a existéncia de contaminagdo na Barrinha de
Esmoriz, observavel pela inibi¢do da actividade da enzima AChE, em ambas as espécies
analisadas, onde os individuos analisados revelaram perturbacdes no sistema de
neurotransmissdo. Quanto a actividade das enzimas CAT e as GSTs, os individuos de 4.
anguilla da Barrinha de Esmoriz apresentaram sinais indicativos da ocorréncia de stress
oxidativo. No entanto, o0 mesmo nao foi observado nos individuos de G. holbrooki. A
inibi¢do da actividade da enzima LDH, nos individuos de ambas as espécies, evidencia
que estes estdo sob stress quimico, reflectido por alteracdes da actividade respiratoria
tecidular. Aparentemente, as alteracdes verificadas nas actividades nos biomarcadores
enzimaticos podem ter sido causados pela exposicdo a agentes metalicos. Os
biomarcadores histopatologicos reforcam este cendrio, pois € possivel observar uma
tendéncia nos indices patologicos das branquias e do figado, com uma crescente
incidéncia de patologias nos Orgdos-alvo analisados. O grau de severidade das lesdes
observadas é leve a moderado, sugerindo que podem ser reversiveis, eliminando o

agente causador. Os dados indicam de forma clara que existe um cenario de



contamina¢ao na Barrinha de Esmoriz e com danos observaveis em G. holbrooki ¢ A.

anguilla.

Abstract

The degradation of aquatic systems is a result of anthropogenic activities that
continually increase the pressures on the environment by introducing xenobiotic
compounds from industrial, agricultural and domestic sources. This study used a battery
of enzymatic and histopathological biomarkers, as an important tool for early detection
of effects caused by contamination, to assess contamination effects in Barrinha of
Esmoriz. The purpose of this study was biomonitoring and evaluating the effects of
chemical contamination in the Barrinha of Esmoriz, an estuarine system, in two fish
species (Gambusia holbrooki and Anguilla anguilla) by quantifying the activities of
enzymes, such as acetylcholinesterase (AChE), catalase (CAT), glutathione-S-
transferases (GSTs) and lactate dehydrogenase (LDH), and also by analyzing the
alterations in biological tissues, namely liver and gills. Therefore, Minho River was
selected as the reference site, and Pateira de Fermentelos was a third location with
different pattern of anthropogenic contamination. The obtained results suggest the
existence of contamination in Barrinha de Esmoriz, observable in the inhibition of
AChHE activity in both analyzed species; individuals of this estuarine lagoon revealed
disturbances in neurotransmission. Considering CAT and GSTs enzyme activities, it is
possible to suggest that individuals of A. anguilla of Barrinha the Esmoriz showed signs
of oxidative stress. However, this was not observed in individuals of G. holbrooki. The
inhibition of LDH activity in individuals of both species, suggested that these were
under chemical stress. Apparently, the changes in enzyme activities may have been
related to metal exposure. The results obtained for histological biomarkers reinforced
this scenario, since it was possible to observe a trend in the rates of pathological
alterations in gill and liver tissue. The relevance of the lesions was considered of minor
to moderate importance, and may be reversible. The here obtained serie of data clearly
indicate that there is a scenario of chemical contamination in Barrinha the Esmoriz, with

the occurrence of potential damages, observable in both G. holbrooki and A. anguilla.
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“Look deep, deep into nature, and then you will understand everything better”

Albert Einstein

(1879-1955)
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Avaliago ecotoxicologica da Barrinha de Esmoriz, utilizando uma analise integrada de biomarcadores

enzimaticos ¢ histopatologicos

I: Introducao

1.1. Enquadramento

Ao longo das ultimas décadas, ¢ possivel constatar um acréscimo, por parte dos
cientistas e da comunidade em geral, da atencao dedicada as questdes relacionadas com
a protec¢do ambiental, privilegiando as ac¢des preventivas em detrimento das acg¢des
correctivas (Ravera, 2001). A notoriedade destes acontecimentos acentuou-se
recentemente, devido a necessidade de se aumentar a consciéncia ecoldgica;
paralelamente, surgiu também a nog¢ao de que as actividades antrdpicas necessitavam de
ser compatibilizadas com o conceito de desenvolvimento sustentavel dos recursos
naturais (Siracusa et al., 2004). Isto s6 ¢ conseguido com o aprofundar dos
conhecimentos sobre os varios compartimentos dos ecossistemas, designadamente, os
recursos hidricos, o solo, a flora e a fauna. Sendo assim, neste contexto de proteccdo do
ambiente e do fomento da qualidade de vida, devem ser tidos em consideragdo os
estudos dos efeitos dos diferentes contaminantes com origem humana e a forma como
se dispersam, ou acumulam, nos diversos compartimentos. Deste modo, poderd ser
possivel caracterizar os cenarios de contaminacdo antropogénica, compreendendo as
interaccdes entre compostos toxicos e biota, e consequentemente compreender as
melhores alternativas de remediacdo dos impactos causados pelo desenvolvimento

industrial e o rapido crescimento demografico (Kohne et al., 2009).

O meio hidrico ¢ um meio receptor vulgarmente utilizado para descargas de inimeros
xenobioticos, designadamente de origem industrial, doméstica e agricola (Filser, 2008).
Desta forma, os organismos presentes nos variados compartimentos aquaticos estao
expostos a misturas muito complexas de agentes quimicos, de natureza biogénica
(metabolitos de plantas e animais, toxinas produzidas por fungos, plantas e animais),
como antrdpica (pesticidas, farmacos, quimicos industriais), (Quintaneiro et al., 2006).

A entrada destes agentes no meio hidrico pode ocorrer por transferéncia do solo, através
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enzimaticos ¢ histopatologicos

de escoamento superficial e lixiviagdo, por deposi¢do atmosférica, por descargas
directas e ineficiéncia das estacdes de tratamento de aguas residuais (Livingstone, 1998;

Nunes et al., 2004).

A exposi¢do em continuo dos organismos a esta mistura complexa de tdxicos, pode
provocar danos nas suas estruturas e processos biologicos, € a sua intensidade depende
fundamentalmente da concentragdo e persisténcia do toxico, das suas caracteristicas
fisico-quimicas, mas também da permeabilidade da camada que protege o organismo do
exterior (tegumento) e do estado fisioldgico dos proprios organismos afectados (Burger
et al., 2007). Sendo assim, os processos de toxicidade podem seguir, geralmente, uma
pandplia de cursos mais ou menos complexos. Num primeiro plano, o toxico que esta
distribuido no ambiente contacta com um dado organismo exposto, passa pelos
processos fisiologicos de absorcdo, sofre seguidamente distribui¢do no organismo, e
dirige-se/actua num dado 6rgdo, tecido ou célula-alvo. Aqui a substancia quimica
interage com uma molécula enddgena, podendo desencadear uma série de eventos
fisiologicos. Destes eventos poderdo resultar perturbagdes nas estruturas e funcdes das
células, que poderdo por sua vez despoletar mecanismos de reparagdo ao nivel dos
tecidos, cé€lulas ou moléculas. Porém, se essas alteragdes provocadas pelo toxico
ultrapassarem a capacidade de reparacdo do organismo ou por outro lado, se tornarem

disfuncionais, surge a denominada toxicidade (Ravera, 2001).

Neste contexto, o estudo da relacdo dos efeitos adversos dos quimicos dispersos pelo
ambiente nos organismos vivos, permitiu o surgimento da Ecotoxicologia, com o intuito
de perceber alteragdes induzidas pelos xenobidticos no meio ambiente (Chapman,
2002). Por “xenobidtico” entende-se qualquer substancia que nao foi produzida pelo
biota, e que de alguma forma pode induzir efeitos deletérios sobre os organismos
(Williams et al., 2000). A Ecotoxicologia é uma area extremamente importante no que

respeita a avaliagdo da toxicidade de uma substancia com potencial presenga ambiental,
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em que se estudam os efeitos toxicos causados em organismos, a varios niveis
organizacionais. Contrariamente as analises quimicas, que apenas permitem quantificar
momentaneamente as espécies quimicas de forma isolada (Pereira et al., 2010), a
abordagem ecotoxicoldgica permite conhecer os potenciais efeitos biologicos
resultantes da presenca continuada de um composto toxico no ambiente, em
concentragdes reais, ¢ simulando todas as potenciais interacgoes que dai possam advir.
A Ecotoxicologia utiliza ferramentas especificas de avaliacdo biologica, pelo que
analisa frequentemente respostas bioquimicas que reflectem a tendéncia dos
xenobioticos em provocar determinadas alteragdes em processos fisioldgicos, que se

denominam genericamente por biomarcadores (Walker et al., 2001).

As substancias xenobioticas surgem nos sistemas aquaticos e tém alvos especificos
(tecidos, orgdos) onde causam determinados efeitos que podem ser monitorizados,
como por exemplo a inibigdo de enzimas com determinadas especificidades para com
esses mesmos toxicos — biomarcadores enzimaticos. A avaliagdo de potenciais danos
tecidulares em organismos expostos permite analisar alteragdes estruturais e celulares ao
nivel de diversos 6rgdos, em particular nas branquias e no figado de organismos
aquaticos, devido a sua importancia como interface de entrada do xenobiotico, e devido
ao seu papel nos mecanismos de destoxicagdo corporal, respectivamente —
biomarcadores histopatologicos (Costa et al., 2009). A complementaridade destas
ferramentas de avaliagdo de toxicidade sdo uma mais-valia na investigacdo cientifica e
permitem avaliar a qualidade ambiental de ecossistemas e biomonitorizar eventuais
alteragdes antropogénicas introduzidas nos mesmos (Wester, et al., 2002; Au, 2004;

Costa et al., 2009).



Avaliago ecotoxicologica da Barrinha de Esmoriz, utilizando uma analise integrada de biomarcadores

enzimaticos ¢ histopatologicos

1.2. Objectivos

Os estudrios tém uma grande importancia, ndo so a nivel ecoldgico, mas também a nivel
economico, e representam uma enorme diversidade de ecossistemas hidrologicos na
biosfera (Durou et al., 2007). Os estuarios suportam uma grande diversidade de
espécies, servindo como fonte de nutrientes, refigio e bercario, funcionando como
suporte da cadeia alimentar marinha (Paerl, 2006; Quintaneiro et al., 2006). Mas por
outro lado, os estudrios sofrem pressdes antropicas que perturbam os factores abioticos
(temperatura, pH, compostos organicos, disponibilidade de oxigénio) e impde restrigdes
especificas as comunidades que vivem e se alimentam nestas areas (Monserrat et al.,
2007; Padmini e Rani, 2009). E certo que a produtividade dos estuarios depende de
aportes de nutrientes, mas com a entrada excessiva de nutrientes de origem antropica no
sistema, pode ocorrer um desequilibrio na produgdo primdria, o que pode levar a
eutrofizagdo (Marin e Sanz-Lazaro, 2009). Um raciocinio similar pode ser elaborado
para os compostos contaminantes, pois os estudrios sdo frequentemente zonas altamente
enriquecidas em compostos toxicos de origem humana (Quintaneiro et al., 2006). Por
tudo isto, ¢ fundamental efectuar estudos que avaliem os efeitos adversos potenciais
destes compostos nos organismos. Deste modo, o objectivo fundamental deste estudo ¢
avaliar a natureza e as dimensdes dos efeitos eventualmente toxicos em organismos
estuarinos expostos, nomeadamente, o peixe eurihialino gambusia (Gambusia
holbrooki) e a enguia europeia (Anguilla anguilla), de modo a quantificar e prever os
resultados a médio e longo prazo, da manutencdo deste cenario de contaminacdo no
sistema estuarino da Barrinha de Esmoriz, em comparacdo com duas areas (uma de
referéncia, Foz do Rio Minho; uma segunda com reconhecido impacto antropogénico, a
Pateira de Fermentelos). A escolha do estuario do Rio Minho deveu-se ao facto de ser
um local de referéncia, muitas vezes utilizado em estudos ecotoxicoldgicos em Portugal
(Moreira et al., 2006; Rodrigues et al., 2006; Quintaneiro et al., 2006; Monteiro et al.,

2007; Gravato et al., 2008; Guimaraes et al., 2009), por ser considerado um dos menos
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contaminados ao longo da costa Portuguesa e que integra a Rede Natura 2000 (Antelo ef
al., 1996). Desta feita, foram capturados individuos das duas espécies mencionadas, em
todos os locais em estudo (Barrinha de Esmoriz, Pateira de Fermentelos e Rio Minho),
no sentido de se avaliar diferencas nos padrdes de respostas fisiologicas, que indiquem
processos de toxicidade. A realizagdo das referidas capturas decorreu durante o periodo

de um ano, ao longo das estagdes, desde o Verao de 2010 até a Primavera de 2011.

Foi seleccionada uma série de biomarcadores enzimaticos, que envolveu as enzimas
catalase (CAT), glutationa S-transferases (GSTs), acetilcolinesterase (AChE) e lactato
desidrogenase (LDH). Estas enzimas estdo envolvidas na sinalizagdo de proliferagao
peroxissomal, de destoxificacdo, perturbacdes na neurotransmissao e de alteracao do
metabolismo aerdbio para anaerobio, respectivamente. Adicionalmente, foram

analisados biomarcadores histopatologicos, determinados no figado e branquias.

Assim sendo, este trabalho pretende auferir se os biomarcadores sdo uma mais-valia na
avaliacdo da exposi¢ao a xenobidticos nas espécies seleccionadas para o estudo, e se de
algum modo ¢ sensivel a diversidade natural de habitats, espécies e sazonalidade. Este
estudo teve como finalidade dar resposta a determinadas questdes tais como qual a
contribuicdo geografica e sazonal para a variacao dos padrdes de actividade enzimatica,
qual a sensibilidade dos parametros seleccionados para servirem de sinalizagdo para a
ocorréncia de toxicidade, e por ultimo, qual o impacto geral das actividades antropicas

sobre as espécies seleccionadas.
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1.3. Organizacio e estrutura do texto

A presente dissertacdo ¢ composta primeiramente pela introdugdo, onde ¢ redigida uma
pequena contextualizagdo ao tema a desenvolver neste estudo e os objectivos
correspondentes. Seguidamente ¢ apresentado um capitulo com abordagem aos
biomarcadores, onde sdo desenvolvidos alguns temas relacionados com o uso de
biomarcadores enzimdticos como ferramenta de analise dos efeitos biologicos, € os
biomarcadores histopatoldgicos como ferramenta de analise ambiental. Em seguida, sdo
desenvolvidos os processos de biomonitorizacdo ambiental, e a utilizacdo de peixes
como modelos em Ecotoxicologia. Adicionalmente sdo descritas as caracteristicas
bioldgicas e fisiologicas das espécies utilizadas no estudo (Anguilla anguilla e
Gambusia holbrooki). Posteriormente segue um novo capitulo com énfase a Barrinha de
Esmoriz, onde sdo descritas as suas caracteristicas hidrograficas, ecologicas e os seus
focos e padrdes de contaminacao ja documentados. No quarto capitulo sdo descritas as
metodologias experimentais adoptadas para efectuar uma avaliacdo e quantificagdo da
contamina¢do da Barrinha de Esmoriz, tendo como base de comparacdo a Pateira de
Fermentelos (zona contaminada) e o Rio Minho (local de referéncia). No capitulo
seguinte encontram-se os resultados obtidos em todo o processo de analise dos
biomarcadores seleccionados, nas trés zonas de andlise. Em seguida, sdo discutidos os
resultados obtidos ¢ delineadas as conclusdes relevantes a este estudo. Para terminar,
seguem-se as referéncias bibliograficas consultadas e que dao suporte cientifico a este

estudo.
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II: Biomarcadores

2.1. Contextualizacio

A avaliagdo do risco ecoldgico que um determinado toxico (ou mistura de toxicos)
coloca no ambiente, bem como a percep¢do de quais os efeitos deletérios
potencialmente resultantes para os receptores bioldgicos pode ser uma tarefa
particularmente complexa (van der Oost et al., 2003). Este processo de interac¢do
toxicologica inicia-se com a libertacdo do contaminante quimico no meio receptor —
agua, solo, ar, e a exposi¢ao decorrente do contacto permanente dos seres vivos com 0s
xenobidticos — dose externa que pode resultar em alteragdes fisioldgicas e
comportamentais (Scott e Sloman, 2004). A partir do momento em que 0 ser vivo
internaliza contaminante por processos de absor¢do (como ingestao, inalagdo, ou mesmo
permeacao directa do tegumento, como acontece frequentemente nos casos de
exposicdo aquatica) a quantidade absorvida de toxico passa a designar-se por dose
interna. A necessidade de obter informacdes acerca da extensdo dos efeitos provocados
nos organismos individualizados conduziu a investigagdo de respostas bioquimicas
adaptativas, que indicam o potencial do contaminante em provocar danos em
determinados processos fisiologicos (Eason e O’Halloran, 2002). A avaliacdo destas
respostas adaptativas permite avaliar quais as naturezas e extensdes dos efeitos
eventualmente toxicos observados em organismos expostos, de modo a caracterizar e
prever os resultados a médio e longo prazo na manutencao de cendrios de contaminagao

(Hyne e Maher, 2003).

Nesse sentido, os biomarcadores sdo ferramentas que traduzem alteragdes induzidas
pelos xenobidticos desde os niveis de organizagdo celular mais baixa, como processos
bioquimicos ou estruturais, ou em funcionalidades especificas num sistema bioldgico. O
principal objectivo da sua utilizagdo ¢ o de estabelecer uma relagdo entre a presenga dos

contaminantes no meio receptor e os potenciais efeitos subsequentes no organismo (van
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der Oost et al., 2003; Jaks$i¢ et al., 2008). Estes podem variar segundo a toxicidade
inerente ao composto, a sua concentragdo e o grau de exposicao (tempo e a quantidade)
a que os individuos estdo expostos. Outro factor importante na utilizagdo de
biomarcadores, para uma correcta interpretacdo das alteragdes nos ecossistemas por
substancias toxicas, deve ser a sua aplicabilidade sobre variadas condigdes e

sensibilidade a varios contaminantes ambientais (Nunes et al., 2008).

Os biomarcadores podem ser classificados em trés categorias, designadamente, os de
exposicdo, de efeito e os de susceptibilidade (Timbrell, 1998; van der Oost ef al., 2003).
Os biomarcadores de exposi¢ao estao relacionados com a detec¢do e a medicao de uma
substancia exogena, dos seus metabolitos ou do produto de uma interac¢ao entre o
agente contaminante e determinadas moléculas ou células alvo, a medicao ¢ relativa a
um dado local no interior do individuo — dose interna. Estes podem ser utilizados de
forma a obter a confirmagdo e a avaliagdo da exposi¢do de individuos para uma dada
substancia ou mistura de substancias, relacionando a dose externa com a dose interna.
Nos biomarcadores de efeito estdo englobadas as alteragdes bioquimicas, fisioldgicas
e/ou outras alteracdes que possam ser medidas em tecidos ou fluidos do corpo de um
individuo, e que de algum modo possam ser relacionadas com alguma anomalia, lesdo
ou problema de satude. Distinguem-se dos anteriores também por evidenciar os efeitos
deletéritos dos xenobidticos no individuo. Os biomarcadores de susceptibilidade
reflectem a capacidade inata ou adquirida, de um determinado individuo em se adaptar a
exposicao a xenobioticos especificos, de forma a que este desenvolva respostas que
podem ser desde alteragdes nos receptores que medeiam a sensibilidade do organismo
ao xenobiotico, ou até mesmo factores genéticos. Nao obstante, os biomarcadores de
susceptibilidade permitem portanto reforcar o grau de resposta da exposi¢ao verificada

entre diversos individuos (Timbrell, 1998; van der Oost et al., 2003).
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Embora existam autores que atribuem a classificagao dos biomarcadores em trés classes,
outros por outro lado complementam esta divisao, considerando que as classes deveriam
ser mais abrangentes e ndo tdo estanques, uma vez que os biomarcadores acabam por
estar todos interligados entre si (Hyne e Maher, 2003). Desta forma podemos ter ainda
segundo uma visao fisioldgica ou funcional: biomarcadores de alteragdes em proteinas
reguladoras (niveis de metalotioneinas, proteinas de stress), de biotransformacdo (a
inducdo de enzimas da fase I e fase II de biotransformacao), de disrup¢do enddcrina
(niveis de estrogénio, anomalias no aparelho reprodutor), genotoxicidade (a
quantificagdo de quebras no DNA), imunotoxicidade (concentracdo de imunoglobinas),
de histopatologia (lesdes tecidulares, necrose), do metabolismo energético (o teor de
reservas lipidicas ou glicogénio), de neurotoxicidade (a actividade da
acetilcolinesterase), de stress oxidativo (actividade de enzimas antioxidantes, como a

superoxido dismutase), entre outros (Peakall, 1992).

Sendo assim, a escolha de um biomarcador adequado a aplicar em peixes deve possuir
um procedimento de quantificagdo fidvel, facil de executar e relativamente barato; a
resposta do biomarcador deve ser sensivel a exposicdo de contaminantes e/ou efeitos
dos mesmos, de modo a servir de sinal de alerta precoce; ter informacao bibliografica
credivel de modo a distinguir entre a variabilidade natural e a induzida por
contaminantes; conhecer os padrdes de resposta; conhecer os mecanismos subjacentes
entre a resposta do biomarcador e a exposi¢do a poluentes; conhecer a importancia

toxicologica do biomarcador, isto €, estabelecer as relagdes entre a resposta do

biomarcador e o impacto a longo prazo para o organismo (van der Oost et al., 2003).

Em suma, a aplicagdo de biomarcadores tem inimeras vantagens, desde logo o facto de
estes serem mensuraveis mesmo antes de se detectarem efeitos deletérios a niveis mais
complexos e superiores no sistema biologico. As metodologias usadas na sua

quantificagdo sdo, em regra, muito praticas, extremamente rapidas e relativamente
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baratas, existindo padroes de medicdo muito fiaveis. Existem alguns marcadores
bioquimicos que sdo especificos para um contaminante ou uma classe de contaminantes,
permitindo deste modo detectar com facilidade as causas possiveis que levam a
contaminag¢do de sistemas. Os biomarcadores sdo capazes de estabelecer uma relacao de
dose-resposta entre o agente xenobiotico e o biomarcador, sendo possivel aplicar a uma

variabilidade de espécies (Newman, 2001).

2.2. Biomarcadores enzimaticos como ferramentas de analise dos

efeitos biologicos

Os biomarcadores sdao ferramentas muito utilizadas e TUteis em programas de
monitorizagdo de sistemas aquaticos, para relacionar a presenca de substancias toxicas
no meio com os efeitos no organismo (Sanchez et al., 2010). No entanto, o uso desta
ferramenta na biomonitorizagdo ambiental envolve um conhecimento aprofundado das
funcdes biologicas, de modo a identificar todas as alteracdes de via biogénica e que
podem influenciar essas respostas, de modo a que seja possivel padronizar o
procedimento analitico. Com as flutuagdes desses parametros biogénicos conhecidos,
cada variagdo significativa que ocorra acima do intervalo considerado natural, pode ser
utilizado como um indicador da absor¢do do contaminante no organismo, mostrando a

sua distribui¢do nos tecidos e o seu mecanismo de ac¢ao (Li et al., 2010).

Na monitorizacdo ambiental, um dos biomarcadores mais utilizados ¢ a medi¢dao da
inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), isto porque muitos contaminantes tém como
alvo o sistema nervoso central, provocando perturbacdes denominadas de
neurotoxicidade (Nunes et al., 2004; Ricciardi et al., 2006; Rodrigues et al., 2011). A

inibicdlo da AChE ¢ wusada como indicativa da exposicdo a compostos
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anticolinesterdsicos, como os pesticidas das classes dos organosfosforados e dos
carbamatos, (Sancho et al., 2000) e mais recentemente, a alguns metais (Diamantino et
al., 2003). A enzima AChE pode ser encontrada tanto no cérebro como na junc¢do
neuromuscular de vertebrados, e tem um papel fundamental no controlo da acumulagado
da acetiltiocolina (mediador quimico essencial para a transmissao do impulso nervoso).
A AChE ¢ a enzima responsavel pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina em
acido acético e colina (Ellman ef al., 1961). Ao regular a presenca do neurotransmissor,
impede deste modo a hiperestimulagdo dos receptores da acetiltiocolina, que ¢
fundamental e essencial para o bom funcionamento dos sistemas sensoriais e
neuromusculares (Rodrigues et al., 2011). A inibi¢do provocada por alguns agentes
toxicos resulta na acumulacdo da acetilcolina em sinapses nervosas que originam
perturbagdes das fungdes nervosas, podendo levar a morte do organismo (Monteiro et

al., 2005).

Os biomarcadores de stress oxidativo tém sido muito utilizados na avaliacao dos efeitos
induzidos por vérias classes de contaminantes quimicos em organismos. Durante o
processo evolutivo, os organismos aerobios adaptaram-se a concentragdes altas de
oxigénio, que sdo fundamentais para o seu metabolismo e crescimento, muito embora
sejam prejudiciais para as biomoléculas devido ao seu potencial oxidativo. E muito
importante o saldo entre as espécies pro-oxidantes e antioxidantes, e a eliminacdo das
espécies reactivas de oxigénio (ROS) que se formam naturalmente durante o processo
respiratorio, para que seja mantida a homeostase das células (Lushchak, 2011). Um
facto € que os organismos aquaticos sdo muito vulneraveis aos efeitos oxidativos de
poluentes que estdo presentes no meio ambiente, sobretudo quando estes interferem na
producdo de ROS (Vlahogianni et al., 2007). Os organismos, quando expostos a
poluentes com potencial oxidativo, exibem alteracdes nas defesas antioxidantes, que
incluem enzimas como a catalase (CAT) e as glutationa S-transferases (GSTs), (Xilan et
al., 2011). A catalase ¢ uma proteina que desempenha dupla funcdo, incluindo a

decomposicao do peroxido de hidrogénio (H,0,) em agua (H,O) e oxigénio (O,); esta

11



Avaliago ecotoxicologica da Barrinha de Esmoriz, utilizando uma analise integrada de biomarcadores

enzimaticos ¢ histopatologicos

também envolvida na oxidagdao de dadores de hidrogénio, como o metanol, o acido
formico e os fenois, com consumo de peroxido — actividade peroxidica. A velocidade de
decomposicdo enzimatica do peroxido de hidrogénio ¢ proporcional & quantidade de
peroxido presente (Aebi, 1984). A enzima CAT tem assim a finalidade de decompor o
perdxido de hidrogénio de modo a evitar a acumulacao de perdxidos nas células (Atli et
al., 2006). Quando a concentragdo de perdxido de hidrogénio aumenta, constitui um
alerta para a ocorréncia de fendmenos de stress oxidativo. As actividades destas
enzimas antioxidantes inicialmente aumentam para de alguma forma combater o stress
oxidativo, mas a exposi¢ao de forma prolongada a compostos toxicos pro-oxidantes
diminui a sua producdo levando a danos que incluem peroxidacdo lipidica (LPO),

oxidacao das proteinas e danos no DNA (Ogunji et al., 2007).

Os biomarcadores de biotransformacao também sdao muito utilizados em avaliagdes
ecotoxicologicas, e estdo envolvidos na destoxificagdo e eliminacao de contaminantes,
sendo o principal mecanismo para a manuten¢do da homeostasia durante a exposicao a
moléculas estranhas. A biotransformacao de xenobidticos € conseguida por um niimero
reduzido de enzimas, que tém especificidade para varios substratos. A destoxificacdo, e
a consequente eliminacdo dos contaminantes, sdo uma mais-valia do processo de
biotransformacdo de xenobiodticos. Estes processos envolvem a alteracdo das
propriedades fisicas do xenobidtico, tornando mais facil a sua excre¢ao pelo aumento da
sua hidrofilia (Newman, 2001). As reaccdes catalisadas pelas enzimas envolvidas na
biotransformacao de xenobidticos sdo comummente divididas em duas fases (fase I e
fase II). Nas reaccoes de fase I ocorrem hidrolises, reducdes e oxidagdes, que t€m como
proposito aumentar um pouco a hidrofilia do agente que foi absorvido pelo organismo.
As reacgdes de fase Il caracterizam-se pelo grande aumento da hidrofilia, e envolvem
reaccdes de conjugacdo, como a glucoronidagdo, sulfatagdo, acetilagdo, metilacao,
conjugagdo com a glutationa e conjugagdo com aminoacidos. Estas reacgoes de fase 11
sdo responsaveis pelo grande aumento da hidrofilia de xenobioticos, promovendo desta

forma a eliminacdo de quimicos exdgenos (Pennec e Pennec, 2003). As glutationas S-
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transferases (GSTs) sdo um grupo de enzimas que estdo em elevada concentracdo no
figado e sdo das principais enzimas envolvidas na destoxificacdo de xenobidticos de
fase II. Estas isoenzimas catalizam a conjugag¢do da glutationa com diversos compostos
que possuem centros electrofilicos. As GSTs interagem com diversos substratos,
nomeadamente xenobidticos toxicos, produtos reactivos de processos intracelulares,
com peroxidacao de lipidos, podendo diminuir a toxicidade de xenobioticos (Henson et

al., 2001).

Os biomarcadores que avaliam a exposi¢do de organismos do sistema aquatico ao stress
quimico também sdao muito utilizados, designadamente a enzima lactato desidrogenase
(LDH). A LDH ¢ uma enzima glicolitica muito importante e esta presente em muitos
tecidos (Diamantino et al., 2001), como o musculo, e estd envolvida na conversdo de
piruvato em lactato pela via anaerdbia nos processos de producdo de energia celular, e
em simultineo converte 0 NADH em NAD" (Vassault, 1983). As alteragdes na sua
actividade tém sido utilizadas como um meio de estudar alteragdes nos processos de
producdo de energia, induzidos pelo stress quimico. Esta enzima ¢ induzida por niveis
baixos de oxigénio, sendo uma ferramenta importante na avaliagdo do estado

respiratorio dos organismos aquaticos (Nathan et al., 2006).

2.3. Biomarcadores histopatologicos como ferramenta de

analise ambiental

A histopatologia ¢ indispensavel para efectuar uma avaliacdo adequada do equilibrio
dos ecossistemas aquaticos e tem sido cada vez mais frequente a sua utilizacdo em
programas de monitorizacdo ambiental envolvendo peixes (Stentiford er al., 2003;

Matos et al., 2007, Fernandes et al., 2008a; Costa et al., 2009). A analise
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histopatologica incide no estudo das alteracdes em tecidos biologicos, nomeadamente
em frequentes orgaos-alvo de toxicidade, como as branquias e o figado. Estes orgaos
apresentam interesse acrescido devido as fungdes fisioldgicas que desempenham. O
figado ¢ o principal 6rgdo envolvido na destoxificagdo nos vertebrados, e as branquias
constituem-se como a principal barreira contra a entrada de xenobidticos no organismo,
desempenhando a primeira linha de eliminagdo de agentes nocivos (Koca et al., 2005).
Sendo assim, a presenca de lesdes a nivel destes dois orgdos ¢ utilizada como um
biomarcador da exposi¢do aguda ou cronica a diversos toxicos e a sua aplicagdo ¢ util
na avaliacdo da polui¢io dos sistemas aquaticos (Cengiz e Unlii, 2003) e em programas
de biomonitorizagdo aqudtica (Stentiford et al., 2003; Lang et al., 2006; Triebskorn et
al., 2008). A histologia ¢ um ramo da biologia e a sua aplicabilidade na avaliagdo da
saude dos peixes ¢ extremamente importante, uma vez que a sua metodologia permite
detectar condicdes ténues, ou sinais iniciais de doenga, que ndo sdo facilmente
reconhecidas pelo exame macroscopico. Alteracdes a nivel celulare na fungdo de
orgdos importantes sdo os primeiros indicios de uma mé adaptagcdo a perturbacdes
externas no individuo que pode eventualmente levar a problemas de saude ou doenca

(Short e Meyers, 2001).

A abordagem mais classica na avaliacdo qualitativa histopatologica em organismos do
sistema aquatico, no seu estado natural, fornece informagdes acerca de lesdes
histopatologicas. Muito embora a auséncia de dados numéricos torne muito complicado
estabelecer relagcoes de causa-efeito entre patologia e graus de contaminacdo, ¢ sempre
possivel avaliar a significancia dos dados obtidos (Schwaiger et al., 1997). Sendo assim,
existem actualmente abordagens histopatologicas mais direccionadas para a
determina¢do de indices histopatologicos com dados numéricos, nomeadamente
abordagens semi-quantitativas e quantitativas. As abordagens semi-quantitativas
demonstram ser uteis na medida em que demonstram a progressao das lesdes nos 6rgaos
avaliados em intimeros peixes, fornecendo indices individualizados (Nero et al., 2006;

Carrola et al., 2009; Costa et al., 2009). Os biomarcadores histopatoldgicos em peixes
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s30 muito vantajosos sobre outro tipo de abordagens, uma vez que, ¢ relativamente facil
a recolha de amostras e posterior processamento, € a sua utilizagdo tem a possibilidade
de avaliar vérios sistemas e vdarias células num mesmo peixe. Por outro lado, permite
investigar peixes de reduzidas dimensdes, que seria muitas vezes impossivel de fazer
em estudos bioquimicos. Esta técnica ¢ muito importante porque permite detectar e

identificar os locais especificos de lesdes celulares (Handy et al., 2002).

Um dos problemas associados a estudos histopatoldgicos em peixes diz respeito a
dificuldade em estabelecer a casualidade entre o efeito e as lesdes e alteracdes
histologicas encontradas em resultado da exposicdo a varios contaminantes. Uma forma
de tentar mitigar este problema ¢ o refor¢o acentuado de estudos que tentam estabelecer
as especificidades das lesdes que podem estar associadas a exposi¢des a determinados
contaminantes. Por outro lado, ¢ dificil determinar qual o peso bioldgico real de cada
lesdao nos individuos, ou seja, de que forma determinadas lesdes comprometem, mais ou
menos, a saude dos individuos (Costa et al., 2009). Nesse sentido, podem ser aplicados
indices de condi¢do que indicam a importancia relativa de lesdes, pois desde logo
algumas lesdes implicam maior prejuizo para um 6rgao que outras. Desta forma foram
criados indices ponderados, onde ¢ atribuido um valor a uma lesdo especifica de acordo
com o seu real impacto nos organismos dos peixes (Bernet et al., 1999). Estas
abordagens foram levadas acabo com sucesso em varios estudos que avaliaram a
progressdo de lesdes em oOrgdos importantes de peixes, com a inovac¢do de auferir
indices individuais (Triebskorn et al., 2008; Costa et al., 2009) e com a aplicagdo de

analise estatistica adequada.

Sendo assim, apesar das abordagens qualitativas serem as mais utilizadas no estudo de
9

patologias originadas por xenobidticos em meio natural, sdo as abordagens semi-

quantitativas e quantitativas que surtem melhores resultados acerca das reacgdes dos

individuos a contaminacao (Ayas et al., 2007). As técnicas aplicadas em histopatologia
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apresentam elevada sensibilidade e revelam previamente as alteracdes que possam

surgir ao nivel fisiologico e ao nivel das fun¢des bioquimicas (Nero et al., 2006).

2.3.1.  Branquias

As branquias sdo Orgdos extremamente importantes nos peixes pois exercem varias
funcionalidades vitais: sendo a estrutura responsavel pelas trocas gasosas com a agua
(hematose branquial), estdo envolvidas nos processos de osmorregulacdo, equilibrio
acido-base e excrecdo de compostos nitrogenados (Wilson e Laurent, 2002). Nos peixes
Osseos, as branquias situam-se na cavidade opercular e a sua organiza¢do bdasica ¢
formada por arcos branquiais, de onde saem filamentos que sdo constituidos por lamelas
secunddarias paralelas entre si. Nas lamelas, o sangue flui no sentido contrario ao da
agua, pois a agua flui entre as lamelas, sendo deste modo possivel efectuar as trocas
gasosas mantendo entre a dgua e os capilares branquiais o gradiente de concentragdao
entre os gases respiratorios (mecanismo de contra-corrente). As lamelas sdo muito
vascularizadas, e revestidas por tecido epitelial pavimentoso simples, e sdo suportadas
por células pilares, nas quais formam lacunas por onde se inserem os vasos capilares
sanguineos. Nos filamentos branquiais também podem ser encontradas as células de
cloreto, as células mucosas, os melandcitos, macréfagos e linfocitos (Figura 1), (Genten

et al.,2009).
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Figura 1 — Filamento branquial em corte transversal de um teledsteo (a barra de escala
corresponde a 16,7 um), onde: 1 — lamela priméria; 2 — lamela secundaria, 3 — célula epitelial; 4
— célula mucosa, 5 — célula pilar; 6 — lamen capilar; 7 — eritrocitos; 8 — célula de cloreto; 9 —
células basais (Extraido de Lins et al., 2010).

Devido a multifuncionalidade das branquias, ao seu permanente contacto com o meio
aquatico, a area superficial que dispdem e a sua localizagdo face ao meio externo, este
orgdo ¢ particularmente interessante como indicador da contaminagcdo ambiental
aquatica. Uma vez que os contaminantes t€m uma accdo directa sobre as branquias,
estas reflectem em primeiro lugar os efeitos desfavoraveis da contaminagao, sendo por
isso as alteragdes histopatologicas nas branquias utilizadas como um método viavel e
reconhecido em programas de monitorizagdo (Wilson e Laurent, 2002). Desta forma, as
branquias na presen¢a de contaminacdo podem manifestar alteragdes que podem ser
consideradas como respostas de defesa, designadamente diminui¢do da area de contacto
entre 0 meio externo € o meio interno (Bernet et al., 1999; Cinar et al., 2009). Quando
existem perturbagdes no funcionamento das branquias provocadas pela exposi¢do
continuada a xenobidticos, estas podem de algum modo comprometer a satde do
individuo, e até mesmo ter implicacdes na sua vida, pela diminuicdo da eficacia

respiratoria (Leonardo et al., 2001).
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2.3.2. Figado

O figado ¢ um 6rgdo multifuncional e muito importante nos peixes, sendo responsavel
pela transformagdo, acumulagdo e excre¢ao de contaminantes, sendo o primeiro 6rgao
envolvido nos processos de biotransformacao de xenobioticos (Carola ef al., 2009). Este
¢ composto por hepatdcitos e por fibras com funcionalidades de sustentacdo. Os
hepatdcitos sdo células com um ou dois nucleos, de forma poliédrica e apresentam
fungdes muito importantes no metabolismo de proteinas, lipidos e hidratos de carbono e
também ¢ um local de armazenamento de nutrientes. No figado também é possivel
encontrar vasos sanguineos de pequenas dimensdes (vasos sinusoides), ductos biliares,
tecido conjuntivo e centro de melanomacrofagos. Estes centros de melanomacrofagos
sdo aglomerados de monocitos que por sua vez contém melanossomas, que tém a

funcionalidade de produzir radicais livres (Figura 2), (Genten et al., 2009).

Figura 2 — Figado em corte transversal de um teledsteo (a barra de escala corresponde a 22,8
um), onde: 1 — hepatdcitos, 2 — ductos biliares; 3 — vasos sinusodides; 4 — vaso sinusoide; 5 —
tecido conectivo; 6 — centro de melanomacrofagos; 7 — veia porta (Extraido de Lins et al.,
2010).
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Uma vez que o figado estd relacionado com a metabolizacdo de xenobioticos e
demonstra sensibilidade a estes no meio ambiente, o figado revela ser um bom
indicador histopatolégico da qualidade do meio ambiente (Cengiz e Unlu, 2006; Matos
et al., 2007). O figado pode funcionar como uma ferramenta em estudos de
biomonitorizacao, pois € cada vez mais evidente uma relacdo de causa e efeito entre os
contaminantes ambientais e as lesdes nos figados de peixes (Lang et al., 2006). Sendo
assim, a analise histopatologica do figado permite relacionar os efeitos provocados pela
contaminagdo de origem antropogénica nos individuos. Na presenca de contaminagdo o
figado pode desenvolver alteracdes funcionais e estruturais que podem ser utilizadas na
biomonitorizacdo de efeitos de contaminantes em individuos no seu estado natural
(Carola et al., 2009; Matos et al., 2007). O comprometimento das fun¢des hepaticas tem
consequéncias negativas na saude, crescimento e reproducdo dos individuos (Koehler,
2004). Cada vez mais estudos demonstram que os biomarcadores histopatoldgicos
conseguem relacionar a saude dos peixes de forma muito mais clara do que os
biomarcadores bioquimicos, pois ¢ muito mais facil depois extrapolar as informagdes

para a comunidade e o nivel de organizacional dos efeitos toxicos (Costa et al., 2009).

2.4. Biomonitorizacdo da poluicido aquatica

A biomonitorizagdo de um sem nUmero de compostos que representam efeitos
deletérios para o ecossistema aquatico ¢ extremamente complexa. No entanto, ¢
essencial conhecer rigorosamente o tipo e extensdes dos efeitos decorrentes da sua
presenca. A biomonitorizagdo ambiental consiste na avaliagdo e caracterizagdo, de
forma sistematica, de respostas bioldgicas verificadas em organismos expostos, por
intermédio dos denominados biomarcadores (van der Oost et al., 2003). Mas esta
analise ndo ¢ considerada uma medida directa de alteracdes das respostas biologicas

causadas pela poluicdo, uma vez que essas alteragdes podem advir ndo sé por causas de
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stress natural, mas também de outra forma que ndo a contaminacdo. No entanto, a
biomonitorizacdo de uma comunidade ao longo do tempo pode detectar algumas
modificacdes bioldgicas, que sugerem que a biota sofreu alteragdes. Sendo assim, a
biomonitorizagdo ambiental pode funcionar como um sinal de alerta ttil (Ravera, 2001).
Para além disso, o uso correcto de dados de biomonitorizagdo implica definir um
sistema de referéncia que permita uma clara distingdo entre as variagdes responsaveis
por factores naturais e aqueles causados por impactes de origem antropogénica sobre as

respostas dos biomarcadores (Sanchez et al., 2010).

Existem varios métodos de biomonitorizacao aplicados actualmente nos ecossistemas
aquaticos. A escolha do método adequado na biomonitorizagdo depende
fundamentalmente dos objectivos do estudo e dos recursos disponiveis (econdmicos,
logisticos e materiais). Nesses métodos estdo contemplados por exemplo os indices de
diversidade, os indices bidticos, avaliacdo da bioacumulacdo e caracterizagdo da
toxicidade de contaminantes, abordagens multivariadas e metodologias com
caracterizacdo biologica (Li et al., 2010), bioensaios para a analise da comunidade e
biomarcadores que funcionam como uma medida funcional de exposi¢do a factores de

stress no organismo, a nivel fisioldgico ou comportamental (van der Oost ef al., 2003).

A monitoriza¢do ambiental ganhou maior notoriedade com a Directiva Quadro da Agua
(DQA, 2000/60/CE) aprovada pelo Parlamento Europeu e o Conselho da Unido
Europeia em Outubro de 2000, com a finalidade de alcangar uma gestdo sustentavel da
agua nos Estados-Membros da Unido Europeia através da implementagdo de programas
de monitorizagdo. Estes programas de monitorizagdo visam avaliar o estado quimico e
ecologico das massas de dgua de modo a alcangar o bom estado quimico e ecologico
dos mesmos, até ao ano de 2015 (Sanchez e Porcher, 2009; Ricciardi et al., 2010).
Daqui também surgiu o conceito de avaliagdo de risco ambiental (van der Oost et al.,

2003; Ricciardi et al., 2010).
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Para avaliar o estado ecologico das massas de agua, varias abordagens e programas tém
sido propostos e fundamentados, como sejam estudos que avaliam o potencial dos
biomarcadores na avaliacdo do estado ecotoxicologico, quando aplicados em programas
de monitorizacdo da DQA (Sanchez e Porcher, 2009). Os biomarcadores acabam por
funcionar como ferramentas no processo de biomonitorizacao, onde representam uma
avaliacdo quantitativa dos efeitos de contaminantes (van der Oost et al., 2003).
Nomeadamente, o programa do servigo Geologico dos Estados Unidos da América
BEST (Biomonitoring of Environmental Status and Trends) que demonstra ser um bom
exemplo da aplicabilidade dos biomarcadores na biomonitorizagao de recursos hidricos.
Sendo assim, no estudo anterior foram seleccionados uma série de biomarcadores
(actividade da enzima etoxiresorufina-O-deetilase, actividade da lisozima, alteragdes
histopatologicas, entre outras) analisados em varias espécies de peixes de agua doce.
Outro programa, mas desta vez aplicado a espécies de adgua salgada, ¢ o JAMP (Joint
Assessment and Monitoring Programme) que pretendeu avaliar as concentragdes € 0s
efeitos de contaminantes (metais pesados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
tributilestanho) no ecossistema marinho. Para isso, recorreram a uma serie de
parametros bioquimicos como a actividade da EROD, quantificacdo do citocromo-P450,
determinagdo da actividade da AChE, entre outras; como complemento ao estudo,
efectuou-se uma analise histopatoldgica e a determinagdo dos indices somaticos, entre
outros. Tal como no programa MEDPOL (Program for the Assessment and Control of
Pollution in the Mediterranean) foi utilizada uma abordagem com aplicabilidade de

varios biomarcadores (Sanchez e Porcher, 2009).

Os métodos de biomonitorizagdo ambiental a produtos quimicos podem ser realizados a
varios niveis utilizando para isso os biomarcadores (sub-organizacional), os bioensaios
(organismos), os bioindicadores (populagdes) e os indicadores ecoldgicos
(ecossistemas). No nivel sub-organizacional podem-se utilizar técnicas de analise de
processos bioquimicos e fisiologicos que permitem detectar situagdes andmalas; ao

nivel do organismo podem ser avaliados pardmetros de ecotoxicidade que reflectem o
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crescimento, reproducao e sobrevivéncia dos individuos; nas populacdes os programas
de biomonitorizacdo podem analisar alteracdes na estrutura genética, na estrutura etaria
e abundancia de uma populagdo; nos ecossistemas, sdo observaveis alteracdes como
composicao das espécies, abundancia e diversidade pode indiciar efeitos da poluigdo
sobre as comunidades (Gestel ¢ Brummelen, 1996). A compreensao adequada das
relagdes entre as respostas dos biomarcadores e os de sobrevivéncia, crescimento, ou
reproducdo ¢ considerado algo indispenséavel para o uso de biomarcadores na avaliacdo
do risco ambiental. Deste modo ¢ notdrio que deve-se aliar a biomonitorizagdo quimica
uma analise integrada de biomarcadores, para que a avaliacdo do risco ambiental seja

credivel (van der Oost ef al., 2003).

2.5. Utilizacao de peixes em ecotoxicologia

Os peixes sao bons indicadores da poluicdo ambiental uma vez que através das suas
respostas bioldgicas e bioquimicas ¢ possivel relacionar a presenga de determinados
xenobioticos no meio. Como consumidores que sdao, desempenham um papel primordial
nas cadeias alimentares no sistema aquatico devido a sua funcdo no transporte de
matéria e energia de niveis troficos inferiores (produtores) para os superiores
(consumidores), (van der Oost et al., 2003). Tendo em conta que estes vertebrados se
encontram em diversos habitats aquaticos (lagos, rios, estudrios, mares e oceanos),
apresentam grande diversidade de espécies e adaptabilidade a diversas condigdes, pelo
que sdo frequentemente usados no estudo de um sem numero de contaminantes sobre
variadissimas condi¢des de exposicdo. A capacidade de se adaptar ao meio ambiente
reside numa série de respostas que conduzem a alteragdes fisiologicas, hormonais e ou

metabolicas, que podem constituir bons indicadores da interac¢ao do individuo com o(s)
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agente(s) quimico(s) que de algum modo compromete(m) a satde ambiental (Zhou et

al., 2008).

Para além destes factores, os peixes sdo fundamentais em estudos ecotoxicologicos
porque revelam capacidades que desencadeiam acc¢des adaptativas que tendem a auxiliar
na manutencdo da homeostasia corporal, permitindo-lhes desta forma sobreviver,
reproduzir-se e colonizar novos sistemas aquaticos. A sua permanéncia prolongada em
sistemas aquaticos sujeitos a contaminacdo pode desencadear alteragdes
comportamentais, funcionais e fisiologicas que comprometem a sua sobrevivéncia
(espécies mais intolerantes a contaminacdo) e alguns aspectos fundamentais, como

capacidade de se alimentar, fugir dos predadores e capacidade de se reproduzir (Zhou et

al., 2008).

Um factor limitador na utilizagdo de espécies de peixes (mas nao relevante) € o facto de
algumas apresentarem grande mobilidade, mas mesmo assim sdo considerados os
organismos mais adequados para a monitorizacdo de contamina¢cdo em sistemas
aquaticos (van der Oost et al., 2003). Para um organismo ser considerado um bom
bioindicador na biomonitorizacdo este deve: ser representativo de um determinado
local; apresentar uma elevada abundancia e distribuicdo, de modo a que as capturas ndo
prejudiquem a espécie; apresentar uma longevidade que permita comparagdo entre
diferentes estagios etarios; apresentar suficiente material bioldgico (tecidos/células) que
permita efectuar andlises multiplas em laboratério; ser de facil amostragem e
manutengdo em laboratdrio; apresentar posi¢ao determinante na cadeia alimentar; poder
acumular grande quantidade de contaminantes sem morrer; € apresentar uma boa
relagdo dose-efeito. Sendo complicado identificar um bioindicador que englobe todas
estas caracteristicas, a seleccdo deve ter em linha de conta o objectivo primordial da

biomonitorizac¢ao (Zhou et al., 2008).
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2.5.1.  Anguilla anguilla

A enguia caracteriza-se como tendo um corpo alongado e cilindrico, com similitudes
serpentiformes, possui barbatanas peitorais, dorsais e anais € muco muito abundante
espalhado por todo o corpo. Apresenta maior actividade durante a noite, alimentando-se
de crustaceos, moluscos, larvas de insectos aquaticos € de pequenos peixes. Os

individuos podem atingir os 140 cm e pesar mais de 10 kg (Neto, 2008).

A enguia europeia é um peixe que apresenta um ciclo de vida muito particular. E uma
espécie migradora catddroma (passa a maior parte da sua vida em agua dose), migrando
depois para o Mar dos Sargagos onde inicia a sua reproducdo (Neto, 2008). As larvas
depois de eclodirem sdo transportadas pelas correntes do Golfo e do Atlantico Norte e
chegam passados 2 a 3 anos ao talude continental da Europa ¢ Norte de Africa (Tesch,
2003). Depois sofrem uma metamorfose e transformam-se em enguias de vidro, também
designadas de meixao, e € nesta fase que iniciam a sua migragao para sistemas aquaticos
de agua doce (Rodriguez et al., 2005). Apds se estabelecerem em locais apropriados
para o seu desenvolvimento, adquirem uma tonalidade amarelada — enguia amarela - e ¢
nestes locais que passam a maior parte da sua vida (6 a 12 anos) até a fase onde se
tornam enguias prateadas e atingem a maturidade sexual (Tesch, 2003). Posteriormente
iniciam uma nova migragao até ao Mar dos Sargacos, para a reproducdo. Esta migragao
pode durar alguns meses e durante todo este percurso as enguias ndo comem, 0 que
resulta na sua morte ap6s a reproducao (Figura 3), (McCleave e Arnold, 1999; Tesch,

2003).
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Figura 3 — Ciclo de vida da enguia europeia (4Anguilla anguilla), (Alves, 2008).

A enguia pode ser encontrada em todas as bacias hidrograficas em Portugal, desde ao
Rio Minho até ao Rio Guadiana, mas nos ultimos 25 anos a sua abundincia tem
diminuido drasticamente. Os principais factores que t€ém levado ao seu declinio sdo
diversos, desde ja a pesca excessiva na costa continental em todos os estagios do seu
ciclo de vida, perda de habitat, obstaculos a sua migracao (barragens, agudes), parasitas,
doencas bacterianas e virais e claro a niveis elevados de contaminagdo (Marohn ef al.,
2008). As enguias sdo frequentemente utilizadas em estudos ecotoxicoldgicos porque
sdo organismos que demonstram sensibilidade em termos de actividade enzimatica (ex.:
AChE na detecgdo de pesticidas) (Valbonesi et al., 2011), em biomarcadores de stress
oxidativo (Ahmad et al., 2006), um possivel bioindicador na contaminagdo por metais
(Langston et al., 2002), sendo sugerida a sua utilizacdo em estudos de biomonitoriza¢ao

(van der Oost ef al., 1996).
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2.5.2. Gambusia holbrooki

A gambusia (Gambusia holbrooki) ¢ uma espécie de peixe de dgua doce, pertencente a
familia Poecillidae, possui uma tonalidade cinza e pequenos pontos espalhados pelo
corpo e barbatanas, e as barbatanas sdo incolores ou amareladas. As fémeas distinguem-
se dos machos — dimorfismo sexual (Figura 4), por apresentarem um ventre
arredondado e sdo de maior dimensdo, enquanto que os machos dispdem da barbatana
anal com raios mais alongados, funcionando como 6rgdo reprodutor. A gambusia
alimenta-se de ovos e larvas de anfibios, peixes e insectos e por vezes pode até mesmo
alimentar-se de individuos da sua espécie. Normalmente sdo individuos que habitam em
agua doce com pouca agitagdo, sistemas lénticos, lagos, lagoas, estudrios e albufeiras

(Cabral e Marques, 1999).

» -

ol

Figura 4 — Representacdo de uma fémea (na parte superior da figura) e um macho (na parte
inferior da  figura) de  gambusia  (Gambusia  holbrooki),  (Extraido  de:
http://forums.flytyer.com/forum/3 1-freshwater-tying/17801-mylar-minnow-mosquito-fish-and-
others-baitfish).

E classificada como uma espécie invasora de acordo com o Decreto-Lei n.® 565/99, de
21 de Dezembro. Esta espécie ¢ nativa das zonas costeiras da América Central e foi

sendo introduzida em determinados paises com o intuito de combater determinadas
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pragas de insectos aquaticos, que sao vectores de transmissao da malaria (Jaksi¢ et al.,
2008), tendo sido esse o motivo que a levou a ser introduzida em Portugal por volta do
século XIX. Esta espécie de adgua doce deve ser provavelmente a que se encontra
distribuida pela maior area, tornando-se uma das 100 piores espécies invasoras de
acordo com o Programa Global de Espécies Invasoras (GISP), (Alcarz e Garcia-
Berthou, 2007). Dada a sua capacidade em se adaptar facilmente a diferentes condigdes
como aguas com pouco oxigénio, a variacao do teor de salinidade e a temperaturas altas,
e a rapidez com que reproduzem, faz com que cause grande perturbacdo do
funcionamento do ecossistema ao longo das cadeias tréficas. Varios estudos suportam
que esta espécie compete por alimento com outras espécies nativas, levando ao declinio

de espécies anfibias (Stanback, 2008).

A gambusia ¢ utilizada em Ecotoxicologia pelo facto de apresentar caracteristicas
intrinsecas muito vantajosas para praticas laboratoriais. Designadamente, ¢ uma espécie
de reduzidas dimensdes (2-2,5 cm nos machos e até 5-6 cm nas fémeas), adapta-se
perfeitamente as condigdes de trabalho laboratorial (fotoperiodo, temperatura,
alimentagdo) e condi¢cdes experimentais (exposi¢do), o seu ciclo de vida ¢ relativamente
curto, grande capacidade de disseminac¢do (podendo ser encontrada em iniimeras bacias
hidrograficas), adaptabilidade a condi¢des de salinidade diversas (pode ser encontrada
em ecossistemas de agua doce, mas também se adapta a ecossistemas estuarinos —
espécie eurihalina), (Nunes et al., 2008). Esta espécie ¢ representativa da classe trofica

dos consumidores secundarios, ¢ uma espécie abundante e de facil captura o que

permite manter muitos individuos em pequenos aquarios (Nunes et al., 2004).

27



Avaliago ecotoxicologica da Barrinha de Esmoriz, utilizando uma analise integrada de biomarcadores

enzimaticos ¢ histopatologicos

III: Caracterizacdo da area a analisar — Barrinha de Esmoriz

A Barrinha de Esmoriz ¢ uma lagoa costeira com imensos problemas ambientais, que
incluem a contaminacdo das linhas de agua que a alimentam, contaminagdo dos
sedimentos e diminuicdo gradual da biodiversidade (mais visiveis), (Fernandes, 2007).
Embora tenha sido utilizada como local de captura de organismos para alimentagdo
humana com o passar dos tempos e com o avang¢o do tecido urbano, a polui¢ao foi-se
intensificando, tendo sido impossibilitado o contacto da populacdo com este sistema
lagunar. A Barrinha de Esmoriz assume-se como um caso de degradagdo acentuada,
pelo que ¢ de extrema importancia identificar os efeitos bioldgicos passiveis de surgir

em virtude da sua contaminagao (Fernandes, 2007).

3.1. Caracterizacdo da bacia hidrografica

Por forma a enquadrar melhor a Barrinha de Esmoriz, ¢ extremamente importante
conhecer todo o dominio hidrico na sua envolvente. Deste modo, a bacia hidrografica da
laguna tem uma superficie de 78 km” e engloba os concelhos de Ovar, Espinho e Santa
Maria da Feira. E alimentada pela ribeira de Paramos, que desagua na parte Norte da
Barrinha, e pela vala de Maceda, que desagua na parte Sul. As linhas de dgua descritas
tém problemas associados a descargas de efluentes domésticos e industriais. Na area
envolvente a laguna costeira existe o predominio de zonas urbanas intercaladas por
zonas florestais e zonas industriais, e alguma actividade agricola proxima das linhas de
agua (Figura 5), (Fernandes, 2007), sendo considerada uma zona de grande importancia
para a conservagao da natureza. A sua importancia foi reconhecida em 2000, onde foi

inserida na lista nacional de Sitios de Interesse para a Conservagdo, decretada pela
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Resolu¢ao do Concelho de Ministros de 76/2000 de 15 de Junho, integrando deste modo

a lista nacional de Sitios da Rede Natura 2000.

Figura 5 — Localizagdo da bacia hidrografica da Barrinha de Esmoriz e tipologia da sua
envolvente (adaptado a partir de http://ondaseventania.blogspot.com/2008/11/paisagem-
protegida-da-foz-do-cster-e.html).

A Barrinha de Esmoriz corresponde a uma zona estuarina altamente impactada por
actividades antropogénicas, sejam elas as descargas provenientes de actividades
industriais, agricolas e o lancamento de efluentes de origem doméstica. Situa-se no
litoral Norte de Portugal, nomeadamente entre os concelhos de Espinho (Norte) e Ovar
(Sul). E uma laguna costeira com dimensdes consideraveis (396 ha), e ¢ alimentada por
dois afluentes principais, altamente contaminados — ribeira de Paramos (Norte) e vala de
Maceda (Sul). A Barrinha efectua ligacdo com o mar através de um canal artificial e de
largura varidvel, com cerca de 600 m de comprimento. O contacto com o mar ¢
interrompido durante a época balnear, devido ao elevado interesse turistico que
apresentam os seus extensos areais. Sendo assim, durante o Verdo a Barrinha de
Esmoriz funciona como um sistema isolado e ¢ alimentada apenas pelos seus afluentes,

ndo estando sujeita ao regime de marés. Nesta altura a Barrinha de Esmoriz apresenta
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um volume aproximado de 230.000 m’ de 4gua e apresenta uma profundidade média de

1.5- 2 m, podendo em algumas zonas atingir cotas na ordem dos 2,5 m (SIMRIA, 2002).

3.2. Importancia ecoldogica da Barrinha de Esmoriz

Os ecossistemas estuarinos, de uma forma geral, apresentam bidtopos fundamentais
para albergar diversas espécies de origem vegetal, animal e microbioldgica (Figura 6).
N3do obstante, a Barrinha de Esmoriz é considerada como a zona humida do litoral
Norte, entre o estudrio do rio Minho e a ria de Aveiro, com maior significancia. Sendo
assim, esta laguna costeira apresentou 11 habitats com atribuicdo de protegidos na
Directiva Habitats. Este local ¢ de extrema importancia e pela sua particularidade ¢é
classificada como uma darea sensivel, o que faz com que esteja contida na Reserva
Ecolégica Nacional, na qual integra a Rede Natura 2000. A sua classificagdo como area
protegida advém principalmente pelo facto de ser uma zona de estadia e/ou de passagem
de aves, tendo muitas delas cariz de espécies em risco, ou em vias de extingdo.
Actualmente, a Barrinha de Esmoriz serve de suporte a uma menor diversidade de
espécies, nomeadamente de origem piscicola, pelo facto das espécies com maior
exigéncias de qualidade ecoldgicas terem desaparecido, ficando espécies com maiores
resisténcias a contaminag¢do € com menor potencial econémico, como ¢ paradigmatico o
exemplo da tainha (Fernandes et al., 2008a). No entanto, ocorrem igualmente espécies

como a enguia e a gambusia.
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Figura 6 — Tipologia da biodiversidade e dos bidtopos da Barrinha de Esmoriz (adaptado a
partir de
http://www.50espacos.campoaberto.org/espacos/lista/fichas/espinho/paramos/03/ficha_html/fic
ha.html).

3.3. Focos de contaminacio

A descarga de fontes poluentes na Bacia Hidrografica da Barrinha de Esmoriz sucede
através de descargas ndo controladas de aguas residuais domésticas, industriais e de
origem difusa com origem nas actividades agricolas e agropecudria. A maior parte
dessas descargas tém origem no concelho de Santa Maria da Feira ¢ sdo na sua maior
parte de origem industrial, designadamente descargas directas, e ou indirectas, sem
tratamento. As descargas sdo efectuadas por empresas de pequena e média dimensao.
Estas situam-se de forma dispersa e muito proximas dos aglomerados populacionais e
utilizam frequentemente, quando existem, as redes de drenagem de aguas residuais para

efectivarem as descargas de efluentes industriais (Fernandes, 2007).
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O sector de actividade mais representativo associado as descargas poluentes na Barrinha
de Esmoriz ¢ maioritariamente da industria da cortiga. Mas sectores como a industria do
calcado, industria do papel e de cartdo, industria da madeira e do imobilidrio, ¢ a
industria de transformagdo de pedra também sdo responsaveis pelo agravar deste
cenario. Existem também pequenas instalacdes, dispersas e em grande numero,
designadas de estagdes de servico e de reparacdo automdvel e uma unidade de

fabricacdao de produtos alimentares a base de carne (SIMRIA, 2002).

Sendo assim, a industria da cortiga ¢ caracterizada pela producdo de efluentes ricos em
SST (solidos suspensos totais), CQO (caréncia quimica de oxigénio), CBOs (caréncia
bioquimica de oxigénio), taninos e valores de pH geralmente acidos. Ao longo das
operagdes caracteristicas deste sector sdo utilizadas solugdes de cloro, acido oxalico,
hipoclorito de hidrogénio, acido nitrico ou peroxido de hidrogénio. A industria da pasta
de papel ¢ descrita como sendo grande consumidora dos recursos hidricos e por
conseguinte grande produtora de efluentes liquidos. Os efluentes liquidos deste sector
de actividade apresentam valores significativos de SST, CBOS5, de compostos clorados
(alcoois, dioxinas, fenois, metanol, acetona e cloroférmio), cloreto de metileno e
dissulfito de carbono. Por outro lado, a industria de transformac¢do de madeira ¢
caracterizada pela producdo elevada dos parametros CBOS5S e CQO e quantidades
significativas de creosato, sais metalicos de crémio, cobre, arsénio e boro, substancias
perigosas como etilbenzeno, amoniaco, antraceno, arsénio, compostos organicos de
silicio, cromio e diclorometano. Relativamente a actividade de transformacao de metais,
os efluentes liquidos gerados apresentam uma elevada toxicidade e sdo tipicamente
caracterizados pelo baixo ou alto pH, dependendo se utilizam acidos ou bases nas
operacdes e presenca de bases, cianetos, amoniaco, antimdnio, bario, boro, cddmio,
chumbo, cianetos, cobre, silica, cromio e niquel. Aquando de determinadas operagdes
sdo produzidos efluentes carregados com substancias perigosas como benzeno,
percloroetileno, tricloroetileno, 1,2-dicloroetano, 1,2-dicloropropono e 2-cloroetanol.

Na industria de produg¢do de produtos quimicos (tintas e vernizes) sdo originados
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efluentes com pequenas quantidades de PCB’s (bifenilos policlorados), benzeno, metais
pesados (cadmio, chumbo, cromio, prata e niquel) acetato de trifenilestanho, tolueno,
tricloroetileno e xileno. Quanto a industria de transformacdo e corte de pedra, as aguas
residuais produzidas tém elevadas concentracdes de SST. A unidade de producdo de
produtos a base de carne produz efluentes liquidos ricos em gorduras e matérias gordas
biodegradaveis. Por ultimo, as unidades caracterizadas de estagdes de servigo e de
reparacdo automovel produzem efluentes liquidos contendo o6leos, produtos
lubrificantes e aditivos, solventes, detergentes, cloronaftaleno, benzeno, amoniaco,
metais pesados (berilio, niquel, chumbo, estanho, cobalto, cobre e molibdédio),

(SIMRIA, 2002).

IV: Metodologia experimental

4.1. Localizacao das zonas de capturas

Os locais de amostragem seleccionados neste estudo foram a Barrinha de Esmoriz, a
Pateira de Fermentelos € o Rio Minho (Figura 7). A Barrinha de Esmoriz situa-se mais
precisamente no concelho de Espinho, freguesia de Paramos (a Norte) e no concelho de
Ovar, freguesia de Esmoriz (a Sul), com coordenadas geograficas 40°58’N, 08°38’W. A
Pateira de Fermentelos (40°34°30°°N; 8°30°56°*W) localiza-se no concelho de Agueda,
distrito de Aveiro, distanciando-se cerca de 20 km da linha costeira. E uma lagoa
situada a Norte de Requeixo e a Sul de Fermentelos, sendo alimentada a Sul pelo rio
Cértima e a Noroeste pela ribeira do Pano, desaguando no rio Agueda. A Pateira de
Fermentelos tem aproximadamente entre 3 km? (época seca) a 9 km? (época humida).
Esta lagoa de agua doce tem sofrido um agravamento na qualidade da 4gua devido a

problemas relacionados com a eutrofizacdo causada por efluentes domésticos, pelo
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escoamento superficial de nutrientes e lixiviacao de pesticidas de origem agricola (Teles
et al., 2007). O estuario do Rio Minho localiza-se na fronteira entre Portugal e Espanha
e ¢ considerado uma das zonas menos contaminadas da costa portuguesa, sendo
frequentemente utilizado como uma zona de referéncia em varios estudos cientificos
(Guimaraes et al., 2009; Gravato et al., 2008; Monteiro et al., 2007; Moreira et al.,
2006; Rodrigues et al., 2006; Quintaneiro et al., 20006).

Rio Minho

Barrinhade Esmoriz

Figura 7 — Mapa indicativo com os locais de captura deste estudo.
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4.2. Estratégia, recolha e preparacio das amostras

As espécies aquaticas seleccionadas neste estudo foram a gambusia (Gambusia
holbrooki) e a enguia europeia (Anguilla anguilla) e foram capturadas nos trés locais
indicados (ver 4.1.) ao longo das quatro estacoes do ano. As gambusias foram
capturadas com o auxilio de uma rede de mao, enquanto que as enguias foram
gentilmente cedidas por pescadores artesanais locais e/ou foram adquiridas na lota de
Caminha, onde foram capturadas com galrrichos e pesca de anzol. O esquema de
capturas (Tabela 1) foi seguido durante todo o periodo de amostragem excepto nas
estacdes do Outono e Inverno, no Rio Minho, devido ao facto da pesca da enguia estar

legalmente interdita.

Tabela 1 — Esquema de amostragem.

Biomarcadores Biomarcadores

. . 0 35z . . . o N° total de
. . enzimaticos (n° individuos histopatologicos (n e e .
Espécie ~ e . individuos
por local e por estacio do individuos por local e por
_ amostrados
ano) estacdo do ano)
Anguilla * "
anguilla 10 10 100
Gambusia
holbrooki 10 6 192

*As enguias utilizadas nos biomarcadores enzimaticos ¢ biomarcadores histopatologicos foram
as mesmas, ndo sendo necessario sacrificar mais animais, uma vez que estes disponham de material
suficiente para utilizar em ambas as técnicas laboratoriais.

Ap0s a captura/aquisicdo dos individuos, estes foram devidamente acondicionados e
transportados, em arcas distintas (para cada uma das espécies), para o laboratorio, onde
foram seleccionados individuos com dimensdes similares. Em seguida, os individuos
foram sacrificados, por decapitagdo, sobre tampdo fosfato gelado, e imediatamente
dissecados. As 100 enguias capturadas foram medidas (comprimento total do individuo)
e de seguida isolaram-se as branquias, o figado, musculo, cérebro e olhos e foram
pesadas individualmente. Este procedimento foi necessario para auxiliar na defini¢ao

das condi¢des experimentais a utilizar aquando do processo de homogenizagdo. Os
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orgdos extraidos serviram para a quantificacdo dos biomarcadores enzimaticos e
histopatologicos, nomeadamente: o cérebro e olhos destinaram-se a determinacdo da
actividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), uma parte das branquias foi utilizada
para a determinagdo da actividade da enzima catalase (CAT), uma parte do figado
destinou-se a determinacdo da actividade das isoenzimas glutationa-S-tranferases
(GSTs) e por fim, o musculo destinou-se a determinagdo da actividade da enzima lactato
desidrogenase (LDH). Posteriormente, estas amostras biologicas foram conservadas em
arca congeladora a temperatura de -20°C. As por¢des remanescentes, tanto de tecido
hepatico como branquial, foram destinadas a determinacdo do estado histopatologico

dos tecidos, com recuso a técnica classica da Hematoxilina-Eosina (HE).

4.3. Determinacoes enzimaticas

4.3.1. Determinacao da actividade da enzima

acetilcolinesterase (AChE)

Neste trabalho adoptou-se por determinar e quantificar a actividade da AChE no cérebro
e olhos das gambusias e das enguias por ser esta a forma de colinesterase que se
apresenta preferencialmente na cabeca destas espécies de peixes (Nunes et al., 2005). O
material biologico foi homogeneizado em tampao fosfato 0,1 M a pH 7,2 e durante todo
este processo, as amostras foram mantidas em gelo. Apdés a homogeneizacdo, as
amostras foram centrifugadas a 4°C durante 3 minutos a 6000 rpm, e o sobrenadante foi
armazenado e congelado a — 20°C para futura utilizagdo. Ao retomar o procedimento
experimental, seguiu-se a diluicdo da amostra e a determinacao da actividade enzimatica
num espectrofotometro leitor de microplacas, seguindo o protocolo descrito por Ellman

et al. (1961). A acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima que degrada o substrato
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acetiltiocolina (analogo estrutural do neurotransmissor acetilcolina), em tiocolina e
acetato. Por sua vez, a tiocolina complexa com o ditiobisnitrobenzoato (DTNB)
produzindo um composto de colora¢do amarelada, cuja formagao pode ser monitorizada
a um comprimento de onda de 412 nm. A actividade da AChE ¢ expressa em pmol de

substrato hidrolisado por minuto, por mg de proteina.

4.3.2. Determina¢ido da actividade da enzima catalase (CAT)

A actividade da catalase foi determinada no tecido branquial, tanto das gambusias como
das enguias, e para esse efeito procedeu-se a homogeneizagdo a frio das amostras em
tampao fosfato 50mM, a pH 7,0 com 0,1% de Triton X-100. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 4°C durante 10 minutos, a 14000 rpm e o sobrenadante resultante
deste procedimento foi armazenado e congelado (- 20 °C) para futura utilizagdo.
Posteriormente, foi efectuada a dilui¢ao adequada da amostra e a actividade da catalase
nas branquias foi determinada no espectrofotometro UV/VIS., através da leitura da
decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) a um comprimento de onda de 240
nm, durante 30 segundos (Aebi, 1984). Para cada amostra foram efectuadas trés leituras
no espectrofotometro. Sendo assim, as actividades das amostras foram expressas em

umol de H>O, consumido por mg de proteina.

37



Avaliago ecotoxicologica da Barrinha de Esmoriz, utilizando uma analise integrada de biomarcadores

enzimaticos ¢ histopatologicos

4.3.3. Determinacdo da actividade da enzima glutationa S-

transferase (GST)

A actividade das isoenzimas GSTs foi determinada no figado dos individuos
capturados, apos a homogeneizagdo das amostras em tampao fosfato 50mM, a pH 7,0
com 0,1% de Triton X-100 e mantidas em gelo, e de seguida centrifugadas a 4°C
durante 10 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi posteriormente armazenado e
congelado (a -20°C) para futura utilizagdo. Apos retomar o procedimento experimental
foram efectuadas as respectivas dilui¢cdes das amostras e foi efectuada a quantificagdo
da actividade das GSTs, espectrofotométricamente num leitor de microplacas. A técnica
utilizada foi desenvolvida por Habig et al. (1974). As GSTs catalisam a reac¢do de
conjugacao do substrato clorodisnitrobenzoato (CDNB) com a glutationa reduzida
(GSH), formando-se um tioéter, que pode ser monitorizado pelo aumento da
absorvancia a 340nm. Os resultados obtidos foram expressos em nmoles de tioéter

produzido por minuto, por mg de proteina.

4.34. Determinacao da actividade da enzima lactato

desidrogenase (LDH)

A enzima lactato desidrogenase (LDH) foi determinada no tecido muscular dos
individuos capturados e as amostras foram homogenezeidas em tampao Tris/NaCl a pH
7,2 e mantidas em gelo. Ap6s a homogeneizagdo seguiram-se trés ciclos consecutivos
de congelamento e descongelamento das amostras a -20°C e a temperatura ambiente, de
modo a facilitar a ruptura da membrana da célula muscular e deste modo externalizar o

conteudo enzimatico que interessa determinar. Em seguida as amostras foram
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centrifugadas a 4°C durante 3 minutos a 6000 rpm, ¢ o sobrenadante dai resultante foi
armazenado e congelado (-20°C). A semelhanca das restantes enzimas, a actividade da
LDH foi determinada no espectrofotdmetro com leitor de microplacas Labsystem
Multiskan Ex, tendo como linha orientadora a técnica descrita por Vassault (1983), com
uma pequena adaptagdo para leitura em microplaca (Diamantino et al., 2001). Este
processo metodoldgico pode ser monitorizado a 339 nm durante cerca de 5 minutos, €
verifica-se numa diminui¢do da absorvancia da amostra, devido a reducdo do piruvato
(substrato) em simultdneo com a oxida¢do do B-NADH na presenca da enzima LDH. A
actividade da LDH foi expressa em pmol de substrato hidrolisado, por minuto, por mg

de proteina.

4.3.5. Quantificacio da proteina total

A quantificagdo das proteinas totais foi determinada pela metodologia descrita por
Bradford (1976), e a sua concentracdo foi determinada a 595 nm, com o intuito de
normalizar os resultados das andlises enzimaticas dos diversos organismos, € assim
expressar a actividade enzimatica em fun¢do da quantidade de proteina nas amostras

analisadas.

4.4. Determinacio histopatologica

O processamento histologico consistiu em fixar quimicamente (Bouin solution, Sigma)
as amostras biologicas durante 24 horas, tendo sido posteriormente descalcificadas
durante 12 horas (Declacifying solution-lite, Fluka). Foram seguidamente desidratadas,
através de uma série de solugdes de alcool com concentragdes crescentes (alcool a 70%,

80%, 90% e 100%). Seguidamente, procedeu-se a diafanizagdo com xilol durante duas
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horas, sucedendo-se a submersao das amostras em parafina I, II e III a uma temperatura
de aproximadamente 59°C. Os blocos de parafina foram posteriormente seccionados (6
a 7 um) no micrétomo manual rotativo. Na fase posterior a colagem dos cortes nas

laminas, estas foram coradas em hematoxilina-eosina e visualizadas no microscopio

optico. As branquias das gambusias foram estudadas com uma ampliacdo de 200 X,
enquanto que os figados a 400 X. As branquias das enguias foram visualizadas a 100 X e

os figados a 400 X. Foram tiradas microfotografias com o auxilio de uma camara USB

(Olympus, SC30)acoplada ao microscopio Optico composto (Olympus,CX41).

Posteriormente foram avaliadas as alteragdes histopatologicas de forma qualitativa e
semi-quantitativa nos o6rgaos-alvo (branquias e figado), segundo o método elaborado
por Bernet et al., (1999). Para isso foi necessario classificar as alteragdes
histopatologicas em seis categorias distintas, designadamente: distirbios circulatorios,
citoplasmaticos, degenerativos, estruturais, inflamatorios e proliferativos. Além da
classificagdo das alteracdes, foi-lhes atribuido um grau de severidade, de 1 a 6, que
permitiu assim obter o indice patoldgico tendo em linha de conta a extensdo da area
afectada. Seguidamente, foram atribuidos factores de importancia, de 1 a 3, a cada
alteragcdo encontrada, de modo a avaliar o grau de afectagdo sobre o peixe. O calculo
dos indices branquial (Ig) e dos indices hepatico (Il) resultou no somatério dos factores

anteriormente descritos.

4.5. Analise estatistica

Ap0s a verificacdo da homogeneidade de variancias e normalidade dos dados, optou-se

por realizar testes paramétricos. A detec¢do de eventuais “outliers”, por via do teste de

40



Avaliago ecotoxicologica da Barrinha de Esmoriz, utilizando uma analise integrada de biomarcadores

enzimaticos ¢ histopatologicos

Grubb’s, resultou na sua eliminagdo. Realizou-se uma analise de variancia bifactorial
(Two-Way ANOVA) para verificar a existéncia de diferencas entre a estagao do ano,
local de captura e a interaccdo entre estes dois factores, relativamente as médias dos
varios parametros analisados. No caso de obtenc¢do de diferengas significativas, aplicou-
se um teste de Dunnet. O nivel de significancia adoptado nas varias analises foi de

p<0,05, e utilizou-se o software estatistico SigmaPlot 11.0.

V: Resultados
5.1. Biomarcadores enzimaticos

5.1.1.  Anguilla anguilla
A Figura 8 representa os resultados obtidos nos biomarcadores analisados (AChE, CAT,
GST e LDH) em Anguilla anguilla (Figura 8 e Tabela 2) na Barrinha de Esmoriz, na

Pateira de Fermentelos e no Rio Minho, durante as quatro estagdes do ano (Verao,

Outono, Inverno e Primavera).
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Figura 8 — Variagdo dos varios parametros enzimaticos (AChE, CAT, GST e LDH) em enguia
europeia nos trés locais amostrados (Pateira de Fermentelos, Barrinha de Esmoriz e Rio Minho),
nas quatro estacdes do ano (Verdo de 2010 a Primavera de 2011). Os valores correspondem a
média das determinagdes efectuadas por local e por estagao, e as barras de erro correspondem ao
erro-padrdo (as diferencas significativas estdo representadas por letras diferentes dentro de cada
local, p < 0,05).
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Ao visualizar a Tabela 2 verifica-se que os dados apresentam alguma variabilidade, que
pode ser observada sobretudo entre os locais. No entanto, existem diferencas
significativas entre as estagdes do ano, para os biomarcadores enzimaticos AChE, GST
e LDH, ou seja, ¢ possivel observar o contributo da sazonalidade. Verificam-se também
variacoes significativas nas interac¢des local-estacdo, para as actividades das enzimas

AChE e LDH.

Tabela 2 — Quadro-resumo da analise de variancia bifactorial (Two-Way ANOVA) em A.
anguilla para os varios parametros enzimaticos (AChE, CAT, GST e LDH). Para cada um dos
factores, estdo representados os graus de liberdade (g.1), a variancia, o valor do teste de F, e o
valor de probabilidade (p) associado. As diferencas estatisticamente significativas estdo
assinaladas a negrito.

Biomarcador Fonte de Variacao gl Variancia F P
AChE (cérebro e Local 1 0,611 11,712 0,001
olhos) Estagdo 3 0,361 6,926  <0,001

Interaccao (local * estacdo) 3 0,684 13,115 <0,001
Residual 60  0,0522 - —
CAT (branquias) Local 1 4,416 21,322 <0,001
Estacéo 3 0,307 1,484 0,227
Interaccdo (local * estacdo) 3 0,079 0,383 0,765
Residual 66 0,207 - —
GST (figado) Local 1 0,604 27,383  <0,001
Estacéo 3 0,164 7,438  <0,001
Interaccdo (local *estagdo) 3 0,043 1,949 0,130
Residual 68  0,0221 - -
LDH (musculo) Local 1 0,008 0,616 0,435
Estacgao 3 0,095 7,113  <0,001
Interaccdo (local * estacdo) 3 0,136 10,199  <0,001
Residual 70  0,0124 — -
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Analisando a evolugdo da actividade da AChE, verificou-se que ndo seguiu um padrao
consistente entre os locais amostrados ao longo das estacdes do ano, tendo sido muito
variavel, sobretudo na Barrinha de Esmoriz. Na Pateira de Fermentelos a actividade da
AChHE ¢ maior no Verdo e na Primavera. Observaram-se diferencas significativas entre
as estacdoes Verdo, Inverno e Outono, relativamente ao pico de actividade que se
observa na Primavera, na Barrinha de Esmoriz (Figura 8). Relativamente a comparagao
entre os locais Barrinha de Esmoriz e Pateira de Fermentelos ¢ a estacdo do ano Verao,
Inverno e Primavera, ndo se verificaram diferencas significativas entre as actividades na
AChE. Ao passo que no Rio Minho a actividade da AChE ¢ relativamente inferior na
Primavera em relacdo aos outros dois locais (Figura 8). A Tabela 2 permite observar
que existem diferencas significativas na interaccdo local-estagdo, nomeadamente no

Verdo, Inverno e Primavera entre a Pateira de Fermentelos e a Barrinha de Esmoriz.

A actividade da CAT foi superior na Barrinha de Esmoriz no Outono e na Primavera,
enquanto que na Pateira de Fermentelos seguiu um padrdo regular com menor
actividade no Verdo, subindo depois sempre até ao Inverno, com uma descida na
Primavera (Figura 8). Verificam-se contudo diferengas significativas entre o local
(Tabela 2) Barrinha de Esmoriz e o local Pateira de Fermentelos para a actividade desta
enzima. O Rio Minho apresenta o mesmo padrao na actividade da CAT,

comparativamente com a Pateira nas estagdes para as quais existem resultados.

Relativamente a actividade das GSTs verifica-se que existe uma actividade
significativamente superior no Outono e na Primavera face ao Inverno, quer na Barrinha
de Esmoriz quer na Pateira de Fermentelos. Existem também diferengas significativas
na actividade das GSTs entre os locais Barrinha de Esmoriz e a Pateira de Fermentelos.
O Rio Minho por sua vez apresenta grande actividade na GST quer no Verdo, quer na

Primavera (Figura 8).
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A actividade da LDH apresenta um padrao consistente sobretudo na Barrinha de
Esmoriz, onde apresenta maior actividade no Verdo e na Primavera, face ao Outono e
Inverno. Pode-se verificar que existem diferencas significativas na Barrinha de Esmoriz
relativamente as estagdes do ano, designadamente diferencas na actividade da LDH
entre o Inverno e o Verdo, entre o Verdo e o Outono ¢ entre a Primavera € o Outono. Na
Pateira de Fermentelos também se verificam diferengas estatisticamente significativas
entre as estacdes, nomeadamente, entre o Inverno e o Verdao e o Inverno ¢ o Outono
(Figura 8). Quanto a analise entre a interac¢do do local e a estacdo, existem diferencas
significativas entre a estacdo do ano Verao e Inverno nos locais Barrinha de Esmoriz e
Pateira de Fermentelos (Tabela 2), onde se verifica maior actividade da LDH na

Barrinha de Esmoriz, no Verdo, face a Pateira de Fermentelos (Figura 8).

5.1.2. Gambusia holbrooki

Os dados obtidos nos biomarcadores analisados (AChE, CAT, GST e LDH) em
Gambusia holbrooki (Figura 9) na Barrinha de Esmoriz, Pateira de Fermentelos e no
Rio Minho, durante as quatro estagdes do ano (Verdo, Outono, Inverno e Primavera)

apresentam, em geral, uma elevada variabilidade.
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Figura 9 — Variacdo dos véarios parametros enzimaticos (AChE, CAT, GST e LDH) em
gambusia nos trés locais amostrados (Pateira de Fermentelos, Barrinha de Esmoriz e Rio
Minho), nas quatro estacdes do ano (Verdo de 2010 a Primavera de 2011). Os valores
correspondem a média das determinagdes efectuadas por local e por estacdo, e as barras de erro
correspondem ao erro-padrao (as diferengas significativas estdo representadas por letras
diferentes dentro de cada local, p < 0,05).
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O maior contributo para a variabilidade global dos dados foi a sazonalidade (Tabela 3).
A variabilidade entre locais contribuiu menos para a variabilidade total dos dados
(Tabela 3). No entanto, verifica-se que existiu uma variagao significativa na interacgdo
entre o local e a estagdo do ano em todas as determinagdes enzimaticas, evidenciando
que os dados apresentam o mesmo padrao de variabilidade. Denotam-se semelhangas
entre a enguia europeia € a gambusia nos padroes de resposta observados,
designadamente nas variacdes significativas ao longo das estagdes do ano (nos casos da

AChE, GST e LDH) e nas interac¢des local-estacdo (nos casos da AChE e da LDH).

Tabela 3 — Quadro-resumo da analise de variancia bifactorial (Two-Way ANOVA) em G.
holbrooki para os varios pardmetros enzimaticos (AChE, CAT, GST e LDH). Para cada um dos
factores, estdo representados os graus de liberdade (g.1), a variancia, o valor do teste de F, e o
valor de probabilidade (p) associado. As diferengas estatisticamente significativas estdo
assinaladas a negrito.

Biomarcador Fonte de Variacio gl Variincia F p
AChE (cérebro e Local 2 0,035 4,420 0,014
olhos) Estacado 3 0,052 6,524 <0,001

Interaccdo (local * estagdo) 6 0,090 11,305 <0,001
Residual 105 0,008 = =
CAT (branquias) Local 2 1,053 27,064 <0,001
Estacdo 3 0,258 6,635 0,005
Interac¢ao (local * estagdo) 6 0,209 5,363 0,005
Residual 14 0,039 — —
GST (figado) Local 2 0,007 6,550 0,012
Estacgao 3 0,029 25,962 <0,001
Interaccao (local *estacao) 6 0,003 3,168 0,042
Residual 12 0,001 - -
LDH (musculo) Local 2 0,034 0,799 0,453
Estacdo 3 0,261 6,147 <0,001
Interac¢do (local * estacdo) 6 0,273 6,421 <0,001
Residual 110 0,061 - -
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Analisando a evolucao da actividade da AChE, verificou-se que na Barrinha de Esmoriz
existe um padrdo, uma vez que a actividade desta enzima ¢ inferior no Verdo e vai
crescendo progressivamente até a Primavera (Figura 9). Observam-se portanto
diferencgas significativas entre a Primavera e as restantes estacdes do ano. Quanto a
Pateira de Fermentelos, verifica-se um cenario oposto ao da Barrinha de Esmoriz no que
respeita a evolu¢do da actividade da AChE (Figura 9). Deste modo verificam-se
diferengas significativas na actividade da AChE na interaccdo entre o local e a estagdo
do ano (Tabela 3), existindo diferengas significativas entre os 3 locais de amostragem,

na estacao do ano Verao.

Quanto a actividade da CAT, verifica-se um padrdo consistente entre a Pateira de
Fermentelos € o Rio Minho, relativamente a evolucdo da actividade ao longo das
estacdes do ano; sendo a actividade da catalase no Rio Minho superior em relagdo aos
outros dois locais. Sendo assim, existem diferencas significativas na actividade da CAT
na Barrinha de Esmoriz nas estagdes do ano Verdo, Outono e¢ Primavera, face ao
Inverno. Na Pateira de Fermentelos existem diferencas significativas na actividade da
CAT entre as estacdes do ano Outono e Primavera (Figura 9). No entanto também a
actividade da enzima catalase foi diferente, no Verdo, entre animais capturados nas
estagdes do Rio Minho e da Barrinha de Esmoriz, quando comprados com animais
capturados na Pateira de Fermentelos. (Tabela 3). O mesmo sucedeu para a estagdo do
ano Primavera e Outono. Quanto ao Inverno, existiram diferencas significativas para a
actividade desta enzima entre animais do Rio Minho, da Barrinha de Esmoriz e da
Pateira de Fermentelos e entre organismos da Pateira de Fermentelos e da Barrinha de

Esmoriz.

A actividade das GSTs foi relativamente consistente entre animais provenientes de
todos os locais amostrados, com a excepg¢do da Pateira de Fermentelos no Inverno, onde

a actividade nesta estacdo do ano foi inferior, comparativamente com as actividades
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determinadas nos outros locais. Sendo assim, a actividade das GSTs na Pateira de
Fermentelos apresentou maior actividade na Primavera e no Outono, a semelhanga com
a Barrinha de Esmoriz ¢ o Rio Minho. Nio obstante, observam-se diferencas
significativas na actividade das GSTs no Rio Minho entre a estagdo do ano Primavera e
as restantes estacdoes do ano. Em animais da Barrinha de Esmoriz, existem diferencas
significativas na actividade da GSTs entre a Primavera e o Verdo. Na Pateira de
Fermentelos ndo se verificaram diferengas significativas entre as estagdes do ano
(Figura 9). No entanto, verificaram-se diferencas significativas na interac¢do entre o
local e estagdo do ano (Tabela 3), designadamente na Primavera entre o Rio Minho ¢ a

Pateira de Fermentelos € o Rio Minho e a Barrinha de Esmoriz.

A actividade da LDH na Pateira de Fermentelos foi superior no Verdo, e foi
decrescendo do Verdo até a Primavera. O mesmo nao sucede na Barrinha de Esmoriz,
onde a actividade da LDH foi1 superior no Inverno e menor no Outono. Relativamente
ao Rio Minho, a actividade da LDH foi superior no Verdo e inferior no Outono. A
actividade da LDH apresenta diferengas significativas em todos os locais amostrados ao
longo das estagdes do ano. Assim, animais do Rio Minho apresentaram diferengas
significativas na actividade desta enzima entre a estagdo do ano Verdo e Outono.
Individuos capturados na Barrinha de Esmoriz apresentaram igualmente fortes
diferengas na actividade deste biomarcador. Por outro lado, organismos da Pateira de
Fermentelos apresentaram diferencas significativas entre o Verdo e a Primavera, entre o
Outono e a Primavera, e entre o Verdao e a Primavera (Figura 9). Quanto ao local de
captura, foram registadas diferengas nomeadamente entre o Rio Minho e a Barrinha e a
Pateira e a Barrinha no Verao; entre a Pateira e a Barrinha no Outono; entre a Barrinha
de Esmoriz e a Pateira de Fermentelos, o Rio Minho ¢ a Pateira de Fermentelos na

Primavera.
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5.2. Biomarcadores histopatologicos

5.2.1.  Anguilla anguilla

A quantificagdo dos biomarcadores em tecidos de enguia no local de referéncia
evidencia alteragdes qualitativas nas secgoes de filamentos branquiais na Primavera,
com levantamento epitelial (Figura 10), embora de forma pontual. Contudo, as amostras
recolhidas no Rio Minho apresentaram, de uma forma geral, uma boa preservacido da

sua estrutura.

X0

- -

Figura 10 — Seccdo de filamentos branquiais de A. anguilla do Rio Minho (10 A: filamentos
branquiais com aparéncia normal no Verdo; 10 B: levantamento epitelial generalizado — setas,
na Primavera).

Relativamente as amostras de 4. anguilla recolhidas na Barrinha de Esmoriz, estas

notoriamente apresentaram alteragdes patologicas diversificadas e mais extensas que as
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observadas no local de referéncia. As patologias encontradas foram aneurismas de
varias dimensdes ao longo de todo o filamento branquial (Figura 11), fusdo de lamelas
branquiais (Figura 11 (B)) e hiperplasia do epitélio filamentar em grande parte das

amostras (Figura 11 (A), (B) e (C)).
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varios aneurismas — setas e hiperplasia do epitélio filamentar com fusdo lamelar — circulos, no
Verdo; 11 B: 1 aneurisma — seta, hiperplasia do epitélio filamentar com fusdo lamelar — circulo
superior e fusdo das lamelas secundarias — circulo inferior, no Outono; 11 C: varios aneurismas
— setas e varias hiperplasias do epitélio filamentar com fusdo lamelar — circulos, no Inverno; 11
D: inimeros aneurismas disseminados por todos os filamentos branquias — setas, na Primavera).

52



Avaliago ecotoxicologica da Barrinha de Esmoriz, utilizando uma analise integrada de biomarcadores

enzimaticos ¢ histopatologicos

Quanto as amostras de A. anguilla recolhidas na Pateira de Fermentelos, estas
apresentaram as mesmas patologias encontradas nas amostras recolhidas na Barrinha de
Esmoriz, mas com a diferenca de as lesdes ndo serem tdo extensivas e em tdo grande
nimero. Denota-se que em organismos da Pateira de Fermentelos os filamentos
branquiais estdo em melhores condi¢cdes e com uma estrutura muito mais preservada do

que as encontradas em animais provenientes da Barrinha de Esmoriz (Figura 12).
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Figura 12 — Sec¢do de filamentos branquiais de A. anguilla da Pateira de Fermentelos (12 A:
aneurismas — setas e hiperplasia do epitélio filamentar com fusdo lamelar — circulos, no Verao;
12 B: aneurismas — setas estreitas, vasodilatagdo na linha central vascular lamelar — seta ampla e
fusdo das lamelas adjacentes — circulos, no Outono; 12 C: aneurismas com fusdo vascular — seta
e fusdo de lamelas secundarias — circulo, no Inverno; 12 D: fusdo de lamelas secundarias —

circulo, na Primavera).
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Na andlise do tecido hepatico em A. anguilla no local de referéncia foi possivel observar
na generalidade uma morfologia estrutural normal, evidenciando a maior parte das
amostras hepatdcitos com nucleo e citoplasma considerados normais. No entanto, em
algumas amostras detectaram-se alguns edemas e em muito poucas amostras verificou-

se a existéncia de hepatocitos vacualizados (Figura 13).

Figura 13 — Ar
histopatologicas (13 A: melanomacrofagos — setas, no Verdo; 13 B: sinusdides — setas, na
Primavera).

O tecido hepatico de enguias capturadas na Barrinha de Esmoriz apresentou lesdes na
grande maioria das amostras analisadas, que vao desde edemas, sinais hemorragicos
(Figura 14 (A)), alargamento dos -capilares sinusoides, a vacuolizagdo muito
pronunciada e extensa (Figura 14 (B)). Em poucas amostras visualizaram-se alguns

nucleos picnoticos.
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Figura 14 — Arquitectura de secc¢des de figado de 4. anguilla da Barrinha de Esmorlz ( 14 A
sinal hemorragico — seta, no Verdo; 14 B: vacuolizagdo hepatica generalizada, no Outono).

As enguias capturadas na Pateira de Fermentelos apresentaram lesdes ao nivel do tecido
hepéatico, nomeadamente edemas, alargamento dos capilares sinusoides (Figura 15 (A))
e vacuolizacdo dos hepatocitos (Figura 15 (B)). As lesdes encontradas no tecido
hepatico ndo aparentaram ser tdo pronunciadas como nos animais capturados na

Barrinha de Esmoriz.
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Figura 15 — Arquitectura de secc¢des de figado de A. anguzlla da Pateira de Fermentelos (15 A
alargamento dos sinusoides — setas estreitas, melanomacrofagos — setas amplas, no Inverno; 15
B: vacuolizagéo hepatica na Primavera).

Os dados semi-quantitativos revelaram diferengas significativas (analise de variancia
bifactorial, p<0,05) nas médias dos animais capturados no Rio Minho, (Figura 16) entre
as duas estagdes do ano (no Verdo e na Primavera) para o indice patolégico branquial
(IPB) e diferencas significativas entre locais (Barrinha de Esmoriz e Pateira de

Fermentelos) no indice patoldgico hepatico (IPF), (Tabela 4).
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Figura 16 — indice patologico branquial e hepatico em A. anguilla, com o respectivo valor
médio e erro padrao na Pateira de Fermentelos, na Barrinha de Esmoriz e no Rio Minho. As
barras de erro assinaladas com letras diferentes sdo significativas dentro do local (p<0,05).

No IPB verificou-se que existem, para além das diferengas significativas entre os
animais dos locais Barrinha de Esmoriz e Pateira de Fermentelos, também diferencas

entre as estagdes do ano Verdo e Outono (Tabela 4).
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Tabela 4 — Quadro-resumo da analise de variancia bifactorial (Two-Way ANOVA) em A4.
anguilla para os parametros histopatologicos (branquias e figado). Para cada um dos factores,
estao representados os graus de liberdade (g.1), a variancia, o valor do teste de F, e o valor de
probabilidade (p) associado. As diferencas estatisticamente significativas estdo assinaladas a
negrito.

Histopatologia Fonte de Variacio gl Variidncia F p
Enguia — branquias Local 1 112,813 10,884 0,002
Estacdo 3 16,379 1,580 0,202
Interac¢do (local *estagdo) 3 18,546 1,789 0,157

Residual 72 10,365 - -
Enguia — figado Local 728,667 46,238 <0,001

1
Estacdo 3 47,040 2,985 0,037
Interaccao (local * estagdo) 3 7,749 0,492 0,689
Residual 71 15,759 — —

5.2.2. Gambusia holbrooki

Os filamentos branquiais dos individuos do local de referéncia apresentaram algumas
patologias, nomeadamente levantamento epitelial e fusdo lamelar, sendo que o Verdo
apresentou-se como a estagdo com maior predominancia de lesdes, como hiperplasia do
epitélio filamentar, mas sem relevancia estatistica. Contudo, o Rio Minho foi o local de
proveniéncia dos animais onde foi possivel observar amostras com uma melhor

preservacao estrutural dos filamentos branquiais (Figura 17 (A)).
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Figura 17 — Seccédo de filamentos branquiais de Gambusia holbrooki no Rio Minho com
aparéncia normal, no Inverno.

As branquias analisadas nas gambusias da Barrinha de Esmoriz apresentaram varias
alteragcdes patologicas, sendo a mais recorrente a fusdo de lamelas secundarias (Figura
18 (A)) e a hiperplasia do epitélio filamentar. Algumas amostras apresentaram também
aneurismas. O mesmo pdde ser verificado em animais da Pateira de Fermentelos, mas
com menor extensdo das lesdes, nomeadamente, a fusdo de lamelas secundarias (Figura

18 (B)) e a hiperplasia do epitélio filamentar (Figura 18 (B)).
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Figura 18 — Seccao de filamentos branquiais de Gambusia holbrooki (18 A: fusdo de lamelas
secundarias — circulos densos e hiperplasia do epitélio filamentar com fusdo lamelar — circulo,
na Barrinha de Esmoriz, no Verdo; 18 B: hiperplasia do epitélio filamentar com fusdo lamelar —
circulos densos e fusdo de lamelas secundarias — setas, na Pateira de Fermentelos, na
Primavera).

A grande maioria dos individuos do local de referéncia apresentava uma morfologia
estrutural do tecido hepatico normal (Figura 19). Contudo, foram detectadas algumas
amostras com edema, alargamento dos vasos capilares sinuséides e vacuolizacdo dos

hepatocitos.
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Figura 19 — Arquitectura de secc¢des de figado de G. holbrooki do Rio Minho sem alteragdes
histopatologicas (eritrocitos — setas), no Verao.

Os individuos analisados na Barrinha de Esmoriz apresentaram todos danos no figado,
sendo a vacuoliza¢do dos hepatocitos a alteragdo dominante (Figura 20 (A)). Algumas
amostras evidenciaram picnose ¢ atrofia dos hepatdcitos, particularmente no Verdo e
alargamento dos sinusdides na Primavera. Em organismos capturados na Pateira de
Fermentelos também pode ser detectada uma incidéncia de algumas alteragdes ao nivel
do figado, nomeadamente, alargamento dos sinusodides (Figura 20 (B)) e vacuolizagdo

dos hepatocitos na grande maioria das amostras.
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Figura 20 — Arquitectura de secgdes de figado de G. holbrooki (20 A: vacuolizagdo hepatica
generalizada e eritrocitos — setas, em animal capturado na Barrinha de Esmoriz, no Outono; 20
B: eritrocitos — setas amplas e alargamento dos sinusoéides — setas estreitas, animal capturado na
Pateira de Fermentelos, no Verao).

Ao analisar a Figura 21 verifica-se que o IPB na Pateira de Fermentelos ¢ maior no
Verdo e menor na Primavera e Outono, enquanto que na Barrinha de Esmoriz o IPB ¢
maior no Inverno e no Verdo e menor na Primavera. Relativamente ao IPF na Pateira de
Fermentelos e na Barrinha de Esmoriz, este é superior no Outono ¢ inferior no Inverno e
na Primavera (Figura 21). Foram ainda detectadas diferengas significativas nas médias
para o indice patologico branquial (IPB) e para o indice patoldgico do figado (IPF) em
gambusia, entre os locais e as estagdes do ano, sendo que os animais da Barrinha de
Esmoriz apresentaram valores superiores nestes dois indices, relativamente aos
organismos dos restantes locais. Na Figura 21 observa-se de forma notoria a existéncia
de uma tendéncia decrescente generalizada em ambos os indices patologicos, ao longo
das estacdes do ano nos individuos analisados de G. holbrooki, para todos os locais

amostrados, embora nao existam diferengas significativas.
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Figura 21 - indice patologico branquial e hepético em G. holbrooki, com o respectivo valor
médio e erro-padrio, de animais capturados na Pateira de Fermentelos, na Barrinha de Esmoriz
e no Rio Minho. As barras de erro assinaladas com letras diferentes sdo significativas dentro do
local (p<0,05).

Na anélise do IPB em relagdo ao local, verificaram-se diferencas significativas (Tabela
5) relativamente aos animais (gambusia) analisados do Rio Minho, da Barrinha de
Esmoriz e da Pateira de Fermentelos, ¢ diferencas entre os da Barrinha de Esmoriz ¢ a
Pateira de Fermentelos. Uma vez que a Barrinha de Esmoriz apresenta um IPB superior,
comparativamente com os restantes locais, e o Rio Minho pelo contrario um IPB
inferior aos restantes locais. Nao obstante, também foram detectadas diferencas
significativas entre as estagdes do ano (Tabela 5), onde o Verdo apresentou diferencas
em relagdo a Primavera e ao Outono, € o Inverno revelou diferengas significativas em
relacdo a Primavera. Quanto ao IPF, verificaram-se diferencas significativas na Barrinha
de Esmoriz ao longo do ano, com o Outono a apresentar diferencas em relacdo a

Primavera ¢ ao Inverno, e diferengas entre o Verdo e a Primavera ¢ o Verdo ¢ o Inverno.
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Por sua vez, os organismos da Pateira de Fermentelos apresentaram diferencas
significativas no Outono em relacdo as restantes estacdoes. Sendo assim, foram ainda
verificadas diferencas entre os trés locais amostrados. Na analise do IPF também foram
detectadas diferencas na estacdo do ano Outono para os trés locais avaliados, € no
Inverno existem diferengas entre o Rio Minho e a Barrinha de Esmoriz. Relativamente a
Primavera também foram verificadas diferencas significativas entre os locais avaliados,
em individuos de gambusia, designadamente, diferencas entre o local de referéncia e a

Barrinha de Esmoriz e a Pateira de Fermentelos.

Tabela 5 — Quadro-resumo da analise de variancia bifactorial (TWO-WAY ANOVA) em G.

holbrooki. Para cada um dos factores, estdo representados os graus de liberdade (g.l), a

variancia, o valor do teste de F, e o valor de probabilidade (p) associado. As diferencas

estatisticamente significativas estdo assinaladas a negrito.
Histopatologia Fonte de Variacao gl Variiancia F p

Gambusia — branquias Local 2 192,722 31,252  <0,001
Estagao 3 56,315 9,132  <0,001

Interaccdo (local * estacdo) 6 8,481 1,375 0,239

2

3

6

Residual 60 6,167 - -
326,431 54,129  <0,001

Gambusia — figado Local
Estacéo 68,829 11,413  <0,001
Interaccdo (local * estagdo) 14,579 2,417 0,037

Residual 60 6,031 - -

VI: Discussao

O conhecimento do destino e dos efeitos que os contaminantes exercem no biota revela-
se importante, ndo s6 na monitorizagdo da poluigdo por si s6, mas também na avaliagdo
do impacto potencial sobre os organismos (Schmitt-Jansen et al., 2008). E evidente que
num programa de monitorizagdo ambiental é expectavel que exista uma estratégia de
pesquisa e de colheita/captura da(s) espécie(s) seleccionada(s) amplamente alargada, de

pelo menos um ano, ou mais. A avaliacdo das variagdes sazonais pode reflectir-se nos
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biomarcadores seleccionados e devem definir-se estratégias que permitam conhecer os
niveis naturais das respostas dos organismos dos locais especificos, de forma a
distinguir as respostas que sdo de origem natural daquelas verificadas num contexto de
contamina¢do (Bodin er al., 2004). No entanto, ndo existe um Unico biomarcador que
consiga simultaneamente medir toda a contaminacdo ambiental e os efeitos dai
decorrentes, sendo por isso utilizadas abordagens integradas que apliquem vdrios
conjuntos de biomarcadores complementares e que hoje sdo reconhecidas na

biomonitorizacdo ambiental como ferramentas indispensaveis (Sanchez et al., 2008).

Em estudos ecotoxicoldgicos, a actividade de enzimas responsaveis pela destoxificagao
do organismo ou pela manutencao do seu estado redox (que regulam o stress oxidativo)
sdo cada vez mais utilizadas como ferramenta de avaliacdo dos efeitos toxicos de
substancias antropogénicas. De entre estas, destaca-se a quantificacdo de enzimas como
as glutationa-S-transferases (GSTs) e a catalase (CAT), ao nivel das branquias e figado
(Henson et al., 2001; Atli et al., 2006; Ogunji et al., 2007). A determinacdo destas
enzimas no figado deve-se ao facto de este ser o principal responsavel pela
destoxificacdo do organismo, enquanto que as branquias exercem um papel primordial
na osmorregulacao, equilibrio dcido-base, sendo a principal barreira contra a entrada de
xenobioticos no organismo e portanto a primeira linha de defesa e eliminagdo de
contaminantes (Nunes ef al., 2008). O musculo dorsal ¢ indicado para determinar a
actividade da enzima lactato desidrogenase (LDH), cujo aumento indica que o
organismo passou a usar de forma preferencial a via anaerdbia, em detrimento da via
aerdbia para obtencao de energia (Wu e Lam, 1997; Nathan et al., 2006; Li et al., 2011).
Por sua vez, a determinagdo da actividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) ¢ muito
utilizada, pois indica o efeito de compostos toxicos como pesticidas das classes dos
organosfosforados e dos carbamatos, utilizados amplamente na agricultura, e que
actuam por comprometimento da neurotransmissdo (Ricciardi et al., 2006; Nunes,
2011). A utilizacdo de biomarcadores histopatologicos revela-se como uma boa

ferramenta de apoio de estudos de biomonitorizagdo ambiental, permitindo compreender
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de forma mais perceptivel a saude dos individuos aquaticos e a poluigdo ambiental de
corpos de agua (Costa et al., 2009). A sua execucao revela ser util na averiguacdo da
presenca de varios tipos de contaminantes, como metais (Pandy et al., 2008; Costa et
al., 2011), compostos toxicos usados em actividades agricolas (Matos et al., 2007) e

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Wester et al., 2002; Costa et al., 2011).

A Barrinha de Esmoriz foi seleccionada para servir de local de estudo em termos de
biomonitoriza¢do ambiental por se tratar de um sistema estuarino com contaminagao
documentada, com origens em unidades industriais de sectores como a cortica,
curtumes, calgado, madeira, papel, téxtil, metalurgia e metalomecanica, reparagdo
automovel e algumas unidades de agropecuaria, bem como a industria quimica que
emprega produtos com tipologia abrasiva, detergentes, tintas e vernizes e descargas de
origem doméstica (SIMRIA, 2002). Apesar de existir alguma informagdo acerca da
origem da sua contaminagdo, considera-se essencial biomonitorizar a repercussdo da
contaminagdo na fisiologia dos organismos aquaticos. Alguns estudos anteriormente
publicados referem a contaminagdo da Barrinha de Esmoriz designadamente por metais
pesados (Fernandes et al., 2007), (como o Pb, Zn e o Cu), por compostos organicos
(como os PAHs) e outros, (como os PCBs) (Polis Litoral, 2010). No entanto, sdo muito
escassos os dados que relacionem estes referidos compostos com alteragdes sensiveis
nas espécies de peixes que habitam nesta zona. Assim, torna-se necessario caracterizar a
resposta causada por um conjunto vasto de contaminantes, em compara¢do com um
local moderadamente contaminado (Pateira de Fermentelos) e com um local

considerado de referéncia, sem contaminagdo antropogénica evidente (Rio Minho).

A contaminagdo da zona da Barrinha de Esmoriz tem sido sistematicamente apontada
como o factor causal para o seu estado ecoldgico deficiente. No entanto, poucos sdo os
estudos que estabelecem uma relacdo directa entre a presenca de contaminantes

quimicos de origem antropica e efeitos bioldgicos. Assim, no estudo realizado na
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Barrinha de Esmoriz e publicado pelo Polis Litoral (2010) relativo a analise do Estado
Ecolégico, constatou-se pela presenca dos elementos bioldgicos (macro-invertebrados
bentonicos, fitoplacton, flora aquatica e ictiofauna) que existe uma estrutura ecologica
muito deficitdria, o que indicia que o sistema lagunar se encontra sob forte pressdo
ambiental. No entanto, nada foi estabelecido como sendo a génese desta alteragdo
ecologica, e que se repercuta na alteracdo de parametros fisiologicos das espécies
expostas. A abordagem utilizada em estudos prévios assenta numa caracterizagdo
ecoldgica retrospectiva, que mede quantidades de contaminantes, mas que ndo leva em
linha de conta as alteragdes ao nivel sub-individual, como no presente estudo, em que se
pretendeu quantificar os desvios fisioldgicos causados em duas espécies de organismos

cronicamente expostos por via ambiental.

De um modo geral, a abordagem de monitoriza¢do ecologica seguida em estudos
anteriores define que a contribui¢ao antropogénica em termos de contaminagao ¢ severa,
pois as comunidades actualmente presentes neste sistema lagunar sdo muito diferentes
do que seriam as comunidades originais, existindo muitas espécies exoticas e muitas
vezes abundantes, pouca diversidade de espécies, e estdo ainda presentes espécies muito
tipicas de meios poluidos (Fernandes ef al., 2007). Relativamente aos parametros fisico-
quimicos ja determinados, € notoria uma deficiente oxigenagdao em determinados pontos
no interior da Barrinha de Esmoriz e na Ribeira de Paramos, o que depois se reflecte na
tipologia de comunidades ai encontradas (nomeadamente, de macro-invertebrados).
Deste modo, o oxigénio dissolvido € por vezes o factor limitante e condicionador da
qualidade da 4gua. Uma grande parte dos contaminantes do meio aquatico surge
associado a matéria particulada, o que faz com que grande parte destes contaminantes se
acumulem junto ao fundo no compartimento sedimentar. Deste modo, a concentragdo de
contaminantes nos sedimentos ¢ muitas vezes superior a concentracdo encontrada na

coluna de agua (Polis Litoral, 2010).
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6.1. Biomarcadores enzimaticos

6.1.1. AChE

Os dados obtidos relativos a inibigdo da actividade enzimatica da AChE indicam que as
variagdes da actividade desta enzima ndo seguiram um padrdo consistente na
comparac¢do entre os locais amostrados (espaco), ao longo das estacdes (tempo) e nas
duas espécies seleccionadas. Contudo, existem diferengas significativas em animais da
Barrinha de Esmoriz no que diz respeito a actividade da AChE ao longo das estacdes do
ano, nas duas espécies amostradas. Verifica-se que existe uma diminui¢do da actividade
da AChE na Barrinha de Esmoriz, no Verdo e para ambas as espécies amostradas. A
inibicdo desta enzima pode ocorrer pela exposi¢do a pesticidas (das classes dos
carbamatos e organosfosforados), ou a compostos neurotoxicos similares (Peakall,
1992). No entanto, estudos mais recentes sugerem que esta enzima pode ser inibida por
misturas complexas de poluentes (Forget et al., 2003). Uma vez que a Barrinha de
Esmoriz parece ndo ter na sua envolvente influéncias de praticas agricolas com grande
significancia, e recebe de forma constante aguas residuais nao tratadas, que podem estar
associadas a uma grande variabilidade de contaminantes, tais como os metais (origem
industrial), ¢ de supor que este fenomeno de inibicdo aqui observado decorra da
presenca destes agentes metalicos. Com efeito, esses metais podem inibir a actividade
da AChE em peixes, tal como verificado em varios estudos com metais como o cadmio,
cobre, zinco e mercurio (Gill et al., 1991; Guilhermino et al., 1998; Mazo6n et al., 1998;
Diamantino et al., 2003; Frasco, et al., 2005). A presenga destes compostos na Barrinha
de Esmoriz foi ja reportada. Na analise fisico-quimica a qualidade da dgua e sedimentos
na Barrinha de Esmoriz efectuadas em 2010 foram encontradas amostras com elevado
teor de chumbo (Polis Litoral, 2010), e existem outros estudos efectuados no mesmo
local que suportam a existéncia de contaminagdo por outros metais pesados, para além
do chumbo, como o zinco e o cobre (Fernandes et al., 2007). Assim, € possivel que os

agentes quimicos que estejam subjacentes ao fendmeno de inibicdo colinesterdsica
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observado sejam metais; no entanto, a inibi¢ao da actividade da AChE pode decorrer da
presenca de outros contaminantes, como os detergentes de origem industrial, e efluentes
de origem doméstica. No entanto, ndo ¢ possivel descartar em absoluto a potencial
contaminagdo por pesticidas organofosforados e carbamatos de origem agricola, muito
embora no contexto da Barrinha de Esmoriz parece ndo ter a mesma significancia que a
contaminagdo de origem industrial por metais pesados. A importancia dos dados aqui
obtidos ¢ elevada, pois a inibi¢do desta enzima sugere efeitos deletérios na
neurotransmissdo, com possiveis reflexos no comportamento associado a alimentacao,
na capacidade de evitar a predag¢do, no crescimento e na reprodug¢ao dos individuos
afectados (Gravato et al., 2010). A inibicdo da actividade da AChE resulta numa
acumulacdo de acetilcolina provocando nos individuos afectados, uma anormal
excitagdo poOs-sindptica de forma continuada, o que pode levar a ac¢des descontroladas
dos neurdnios que conduzem a uma hiperestimulagdo das fibras nervosas, o que leva a
uma paralisia, ou até mesmo a morte do individuo, tal como o descrito por Chebbi e
David, (2009). Estas  alteragdes comportamentais poderdo ter consequéncias
populacionais importantes, incluindo o decréscimo do nimero de individuos, insucesso

reprodutivo, ou diminui¢do do niimero de juvenis.

Os dados compilados para animais capturados na Pateira de Fermentelos sdo distintos,
pois a actividade acetilcolinesterasica foi superior no Verdo. Existem alguns estudos que
sugerem que a actividade da AChE pode estar relacionada com factores adicionais. De
acordo com o estudo de Ricciardi et al., (2006) existe uma forte relacdo entre a
actividade desta enzima e algumas variagdes sazonais, como o aumento da temperatura,
que pode desencadear o incremento da actividade desta enzima. Os niveis aumentados
para a actividade da enzima acetilcolinesterase no Verdo, observados para animais
recolhidos na Pateira de Fermentelos, poderdo estar relacionados com o aumento geral
da actividade metabolica que ocorre para temperaturas mais elevadas, tal como o
descrito no estudo realizado por Forget et al., (2003). Este estudo refere que se

obtiveram niveis superiores de actividade na AChE no Verdo e menores no Inverno, em
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peixes; a actividade desta enzima ndo depende de forma directa da temperatura
ambiente, mas sim da actividade fisioldgica, que por sua vez estd relacionada com a

temperatura da agua.

6.1.2. CAT

A enzima catalase tem como funcdo primordial degradar o perdxido de hidrogénio, que
resulta da degradagdo por via enzimatica do radical superdxido. Este radical por sua vez
surge sempre que hd oxigénio molecular a ser utilizado em processos aerdbios, € em
caso de stress oxidativo ocorre um aumento da sua producdo. O stress oxidativo pode
ser definido como uma reac¢do adversa, resultado da exposicdo de moléculas, células,
ou tecidos a um nivel excessivo de espécies radicais oxidantes, sobretudo a espécies
reactivas de oxigénio (ROS) (Li et al., 2011). Pode-se afirmar que o stress oxidativo ¢
uma consequéncia da exposi¢ao dos individuos a uma grande variedade de condigdes
ambientais, como a temperatura, o nivel de oxigénio dissolvido, a salinidade, e,
principalmente, aos contaminantes ambientais. Os organismos aquaticos possuem
sistemas que produzem, mas também degradam, os radicais livres. Com a entrada
constante no sistema aquatico de xenobioticos de origem industrial e agricola,
resultantes das actividades antropogénicas, que promovem stress oxidativo, isto faz com
que esse processo natural de producdo e degradacdo de radicais livres seja perturbado.
Essas perturbagdes que ocorrem em organismos aquaticos podem advir da &gua,

sedimentos, matéria particulada em suspensdo e do alimento (Lushchak, 2011).

A actividade da CAT medida nas branquias de enguias ndo seguiu o mesmo padrio de
resposta nas duas espécies analisadas. Verifica-se que ocorreu um aumento na sua

actividade em individuos de 4. anguilla capturados na Barrinha de Esmoriz no Outono,
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enquanto que na Pateira de Fermentelos ocorreram ligeiras flutuagdes, nao
significativas. Comparativamente ao local de referéncia, denota-se que os individuos de
enguia capturados na Barrinha de Esmoriz apresentam grande actividade na enzima
CAT. Tal facto podera ser indicativo da contaminagdo ambiental por compostos que
induzem stress oxidativo. De entre estes, particular importancia podera ser atribuida aos
compostos metalicos, novamente. De facto, estd descrito que os metais podem exercer
efeitos nocivos relacionados com o stress oxidativo; de entre os metais que o
conseguem fazer, destacam-se os metais, cddmio (Cd), niquel (Ni), créomio (Cr),
chumbo (Pb) e mercurio (Hg); por outro lado, metais como ferro (Fe), zinco (Zn), cobre
(Cu), selénio (Se) e manganés (Mn), sdo essenciais no metabolismo de peixes, mas em
concentragdes excessivas sdao considerados toxicos (Vlahogianni et al., 2007).
Reconhece-se que os metais t€ém a capacidade de aumentar a formacdo de ROS
(Livinstone, 2001), no entanto, os peixes possuem mecanismos compensatorios que
permitem a sua destoxificacdo e excrecdo. Pode-se dizer que nesses mecanismos
compensatdrios estdo envolvidas enzimas com efeitos antioxidantes como a CAT e a
reacgdo de conjuga¢do de compostos oxidantes com determinados co-factores
endogenos como a glutationa, que favorece a excre¢do. Estas enzimas antioxidantes
podem-se encontrar sobretudo nas branquias e figado (Atli et al., 2006). O aumento da
actividade da enzima catalase pode indiciar que provavelmente ocorreu uma resposta
fisiolégica compensatoria, adaptativa, a uma situacdo de stress oxidativo. Existem
estudos que comprovam que a exposicdo de peixes a metais, ¢ acompanhada por
alteragdes na actividade da enzima CAT. A exposicao a prata (Ag) e cobre (Cu) causa
um aumento na actividade desta enzima determinada nas branquias. (Atli et al., 2006).
O aumento da actividade da CAT, evidente sobretudo em enguias da Barrinha de
Esmoriz, pode estar relacionado com o estabelecimento de stress oxidativo devido a
presenga de metais. Um estudo efectuado na Barrinha de Esmoriz demonstra a presenga
de metais pesados nos sedimentos, mas que estdo disponiveis para absor¢do por

organismos: um exemplo que o demonstra liga a bioacumulacdo destes compostos
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metalicos (como o Cu e Zn) por individuos de Liza saliens (Fernandes et al., 2007),

causando stress oxidativo (Fernandes et al., 2008a).

Apesar de algumas semelhangas nos padrdes obtidos em enguias capturadas tanto na
Barrinha de Esmoriz como na Pateira de Fermentelos, existem diferengas significativas
entre ambos os locais. A actividade da enzima CAT, em animais provenientes da
Barrinha de Esmoriz, ¢ sistematicamente superior a actividade reportada nos animais da
Pateira de Fermentelos. Tal sugere que a actividade superior da enzima CAT possa ser
explicada pela possivel superior contaminagdo quimica, por espécies pro-oxidantes (ex.:
metais) na Barrinha de Esmoriz, como o verificado por Fernandes et al., (2008a). A
Pateira de Fermentelos possui vegetacao autdctone propicia a acumular metais (jacinto-
de-dgua, cani¢o) e outros elementos, constituindo uma boa forma de reducdo destes
compostos na lagoa; adicionalmente, e considerando as suas superiores dimensoes, O
poder de diluicao dos contaminantes na Pateira de Fermentelos ¢ maior (Sena, 2007). A
este cenario acresce um menor impacto da industrializagdo, em comparagdo com a

Barrinha de Esmoriz.

A sazonalidade das variacdes da actividade deste biomarcador ¢ igualmente
interessante. A actividade da enzima CAT em individuos de Gambusia holbrooki
capturados na Barrinha de Esmoriz foi maior no Verdo do que no Inverno. Esta mesma
situacdo foi verificada em outros estudos onde foram utilizados bivalves e peixes (Orbea
et al., 2002). Varios autores referem que a actividade da enzima CAT ¢é normalmente
maior na Primavera e no Verao (Viarengo ef al., 1991; Orbea et al., 2002), e este padrao
foi verificado para os individuos de gambusia analisados na Barrinha de Esmoriz. No
entanto, tal facto ndo foi observado em animais capturados na Pateira de Fermentelos,

sendo a actividade da enzima catalase maior no Outono e menor na Primavera.
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No entanto, a actividade da enzima catalase nos individuos de gambusia capturados na
Barrinha de Esmoriz e na Pateira de Fermentelos esteve bastante abaixo da actividade
medida no local de referéncia. Existem estudos que indicam que a indu¢@o ou inibi¢ao
da enzima catalase em peixes ¢ resultante da exposi¢@o a poluentes ambientais (van der
Oost et al., 2003). Sendo assim, parece evidente a presenca de contaminantes que tém a
capacidade de inibir esta enzima, que pode ser desde contaminagdo de origem agricola
(herbicidas), (Ortiz-Ordoiez et al., 2011), bem como certos elementos metalicos como

o cromio (Atli et al., 2006).

6.1.3. GST

As GSTs sao enzimas que, tal como a enzima CAT, estdo envolvidas nos processos
relacionados com a destoxificagdo de elementos xenobiontes, pelo que reflectem
portanto sinais de stress oxidativo. As isoenzimas GSTs sdo as principais enzimas
envolvidas nos processos de destoxificacdo de fase Il e podem ser encontradas no
figado, desempenhando dupla funcdo, com um papel fundamental na manutengdo da
homeostase — efeito antioxidante € na remoc¢dao de varios compostos xenobiontes — a
destoxificacdo. As células possuem um sistema antioxidante endogeno capaz de
converter as ROS em substincias menos prejudiciais, sistema antioxidante esse do qual
fazem parte as GSTs. Estas enzimas antioxidantes sdo induzidas por varios
contaminantes ambientais, onde numa fase inicial a sua concentragao/actividade
aumentam para combater sinais de stress oxidativo, mas uma exposi¢ao prolongada
causa a sua deplecdo, levando a danos oxidativos (Vlahogianni et al., 2007). Por outro
lado, a destoxificacdo enzimatica de xenobioticos de fase II, onde as GSTs estao
envolvidas, consiste na transformagao de xenobioticos a conjugados com caracteristicas

de maior solubilidade em agua, constituindo-se como compostos com menor toxicidade.
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As isoenzimas GSTs catalisam assim a conjugagdo dos xenobidticos com o substrato
endogeno glutationa, conseguindo deste modo torna-los mais hidrossoluveis, para

depois facilitar o processo de excre¢do dos mesmos (Cailleaud et al., 2007).

Animais de ambas as espécies capturados na Pateira de Fermentelos ndo exibiram
alteragdes significativas deste parametro, € o mesmo foi observado em animais
provenientes do Rio Minho. Pelo contrario, os dados obtidos para esta enzima, em
enguias capturadas na Barrinha de Esmoriz, revelaram uma redugao evidente durante o
periodo do Inverno. Tal facto pode ser explicado pela reducdo da temperatura da agua
nesta altura do ano, resultando portanto numa reducdo do metabolismo dos organismos
aquaticos. Adicionalmente, a abertura do estuario da Barrinha de Esmoriz as mar¢s,
com consequente diluicdo dos compostos metdlicos, favorece a redugdo das
concentracdes de metais, com diminuicdo da necessidade de efectuar metabolismo de
fase II. As diferengas significativas entre periodos mais quentes € no Inverno sugerem
uma grande importancia da sazonalidade nas respostas das actividades das GSTs. A
maior actividade das GSTs em animais capturados no Verdo sugere a ocorréncia de
maior pressdo pro-oxidante. Durante o Verdo, existe maior incidéncia de radiagao solar,
com aumento por sua vez da degradag¢ao fotoquimica do carbono orgéanico dissolvido na
agua, e maior libertagdo de ROS (Gorbi et al., 2005). No entanto, os valores de
actividade enzimatica genericamente mais baixos encontrados em animais da Barrinha
de Esmoriz podem ficar a dever-se a ligacdo directa de compostos quimicos
(nomeadamente, metalicos) a enzima. Os metais pesados podem alterar a actividade das
enzimas através da ligacao aos seus grupos funcionais (sulfidrilo, imidazol, carboxilo),

ou através da deslocacdo do metal em associacdo com a enzima (Oliveira ef al., 2004).
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6.14. LDH

A reducdo da actividade da LDH sugere alteracdes associadas as vias de obtencdo de
energia, ¢ também a redugdo da capacidade de conseguir produzir energia de forma
rapida devido a um estimulo repentino, que pode derivar da presenca de predadores,
captura de presas, e outros factores inesperados (Diamantino et al., 2001). A energia
também ¢ fundamental no desenvolvimento do organismo, mas organismos expostos a
poluicao também necessitam de energia adicional para os processos de destoxificagdo.
Em alguns estudos tem sido descrito que a energia canalizada para os processos de
destoxificacdo tem um impacto sobre o crescimento do peixe. Com a capacidade
reduzida em obter energia adicional, individuos sob stress quimico terdo provavelmente
de aumentar a alocagdo de energia do crescimento para os processos de destoxificacdo e

para os comportamentos repentinos necessarios para a sobrevivéncia (Levesque et al.,

2002).

De acordo com os dados obtidos, para todos os locais de amostragem, a actividade da
LDH variou significativamente consoante a estagdo do ano, apresentando maior
actividade sobretudo nas épocas mais quentes. Isto verifica-se principalmente nos
individuos de enguia provenientes da Barrinha de Esmoriz, onde foi encontrada maior
actividade da LDH no Verdo e na Primavera. Muitos autores mencionam que a variagao
na actividade da LDH pode ser influenciada pelo aumento da temperatura da agua e
consequente diminui¢do da concentracdo do oxigénio dissolvido na dgua (Diamantino et
al., 2001), pelo que se torna imperativo que o organismo passe a obter energia
predominantemente pela via anaerdbia, em detrimento da via aerdbia. A LDH ¢ uma
enzima bastante importante na glicolise em condi¢cdes de hipoxia (baixo teor em
oxigénio), o que conduz a sua determinagdo para avaliar o estado metabolico dos

individuos (Moreira et al., 2006). O oxigénio dissolvido diminui durante o Verdo em
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muitas massas de adgua porque este ¢ consumido durante a oxidacdo heterotrofica da

matéria organica e da respiracao pela flora e fauna aquatica (Douhri e Sayah, 2009).

No estudo ja referido a cargo do Polis Litoral (2010) ¢ referido que a Barrinha de
Esmoriz padece em muitos pontos de insuficiéncia de oxigénio na agua, o que podera
ter contribuido para o aumento da actividade desta enzima no Verdo e Primavera nos
individuos de enguia analisados. De acordo com os dados obtidos a partir da estacao de
monitorizagdo da Barragem de Castelo de Burgdes, as temperaturas maximas nesta
altura do ano, durante as campanhas de amostragem, oscilaram entre os 20 e os 25 °C. E
de salientar também que a Barrinha de Esmoriz no Verdo ndo estd em contacto directo
com o mar, o que faz com que as aguas estejam mais paradas, existindo uma
perturba¢do na hidrodinamica, e surgindo problemas associados com o oxigénio
dissolvido na 4gua. Assim, ¢ licito sugerir que a actividade diminuida da LDH, dos
animais capturados nas campanhas de Outono e Inverno na Barrinha de Esmoriz,
implica que estes organismos favorecam a via de obten¢do de energia por via aerdbia,
em face do elevado teor de oxigénio na agua caracteristico de 4guas com baixas
temperaturas, ao contrario do que ocorre durante a Primavera e Verdo. Assim, pode
assumir-se que os efeitos observados em termos da variacdo da actividade da enzima
LDH ao longo do ano (maior actividade no Verdo, menor no Inverno) possa decorrer
das flutuagdes sazonais da matéria organica no meio e do teor em oxigénio dissolvido, e

nao devido a ocorréncia de stress quimico.

Pelo contrario, as enguias capturadas na Pateira de Fermentelos apresentaram diferencas
significativas na actividade da LDH entre as varias estacoes do ano, tendo um pico
maximo registado no Inverno. Isto poderd estar relacionado com as temperaturas
atipicas no ano de amostragem. As temperaturas maximas, de acordo com os registos do
Instituto de Meteorologia, mantiveram-se altas durante a Primavera, Verdo e parte do

Outono, proporcionando as condigdes ideias para a proliferagdo de jacinto-de-agua
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(Eichhornia crassipes). O estudo desenvolvido por Almeida (2006) caracteriza a
presenca de jacinto-de-dgua na Pateira de Fermentelos, cuja degradagdo causa
significativa diminui¢do do oxigénio dissolvido na agua. Com as temperaturas baixas
verificadas habitualmente durante o Inverno, a sobrevivéncia destas plantas aquaticas ¢
comprometida, propiciando situacdes de eutrofizagdo dos sistemas aquaticos, com
degradacao oxidativa da matéria organica e consequente diminuicdo do oxigénio
dissolvido. Tal facto poderd estar na base do aumento da actividade da LDH nos

individuos de enguia europeia analisados provenientes da Pateira de Fermentelos.

Relativamente aos individuos de gambusia, verificou-se que na Barrinha de Esmoriz foi
observada uma maior actividade de LDH no Inverno e na Primavera. E de referir que o
habitat desta espécie ¢ totalmente diferente do da enguia europeia, sendo uma zona de
canais e de dgua pouco profunda. As diferengas significativas observadas entre as varias
estacdes do ano, relativamente a este parametro podem ser explicadas pelas variagdes da
temperatura e consequente variacado do oxigénio dissolvido, que interferem com a
actividade desta enzima. E de esperar que em momentos de temperatura superior (e
menor concentragdo de oxigénio dissolvido disponivel na agua), seja reforcada a
actividade desta enzima, para assegurar a producao de energia, mesmo em condigdes de
quase anaerobiose. Adicionalmente, € em comparagdo com o observado para animais
capturados no local de referéncia, a actividade da LDH em gambusias capturadas no
Verdo e no Outono encontra-se substancialmente mais baixa. A actividade da LDH
pode ser inibida por alguns contaminantes encontrados na biota, tal como metais (zinco,
cadmio, cobre), (Gill et al., 1991, 1992; Diamantino et al., 2001). E de sublinhar que os
compostos metalicos ja anteriormente referenciados como potenciais inibidores desta

enzima foram identificados na area da barrinha de Esmoriz.

Os individuos de gambusia capturados na Pateira de Fermentelos evidenciaram maior

actividade de LDH no Verao; os dados de temperatura permitem observar que esta foi a
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estacdo do ano com temperaturas mais elevadas. Existe assim uma clara associagdo
entre temperaturas mais elevadas e inibi¢do da actividade da LDH, mais uma vez
sugerindo que a deplecdo sazonal do oxigénio pode ser responsavel pelos padrdes

obtidos.

Os resultados obtidos em ambas as espécies amostradas relativos a enzima LDH
demonstram que existem diferencas significativas entre o perfil de contaminagdo
antropogénica da Barrinha de Esmoriz e da Pateira de Fermentelos. Estes dados
indiciam que os cendrios de contaminagao nestes dois locais possam ser muito distintos,
nomeadamente no que respeita a contaminacdo por compostos metalicos, que sdo os
compostos mais directamente relaciondveis com os efeitos observados, nomeadamente

com a inibigdo da actividade deste biomarcador.

6.2. Biomarcadores histopatologicos

6.2.1. Branquias

A andlise histopatoldgica de tecidos nas espécies utilizadas permite avaliar a extensao
do impacto da contaminacdo oriunda do local de colheita, ao nivel tecidular. Deste
modo a andlise das branquias dos peixes € de facto essencial pois esta ¢ a primeira
barreira e simultaneamente o primeiro 6rgdo que estd em contacto directo com os
contaminantes e claramente ¢ o local onde sdo exercidas as primeiras ac¢des dos
toxicos. As alteragdes verificadas nas branquias sdo consideradas como indicativas de
respostas a agentes que provocam o stress quimico e fisico (Au, 2004). Deste modo,
muitos agentes quimicos, fisicos e bioldgicos podem causar varias lesdes histologicas

no tecido branquial e através da andlise qualitativa e quantitativa foi possivel verificar
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uma série de lesdes leves e moderadas (Bernet et al., 1999) em G. holbrooki e A.
anguilla, tendo em conta o grau de severidade e extensdo. As lesdes observadas em G.
holbrooki e A. anguilla, nos locais em andlise, vdo desde aneurismas, levantamento
epitelial, hiperplasia do epitélio filamentar com fusdo lamelar, fusdo de lamelas

secundarias e vasodilatacao.

Desta feita, todos os individuos analisados em ambas as espécies na Barrinha de
Esmoriz demonstraram alteragdes histopatoldgicas nas branquias, tal como na Pateira de
Fermentelos, apesar de as lesdes ndo apresentarem uma gravidade e severidade tdo
notdria, comparativamente com os individuos analisados na Barrinha de Esmoriz. Nao
obstante, os individuos analisados no Rio Minho, na sua maioria, ndo apresentaram

qualquer alteragao histologica.

Alteragdes histopatologicas de branquias, como hiperplasia epitelial com fusao lamelar,
hipertrofia epitelial, edema e descamacao epitelial sdo tipicas em resposta a uma vasta
gama de contaminantes, incluindo organoclorados, derivados de petréleo,
organofosforados, carbamatos, herbicidas e metais pesados (Au, 2004). Em termos
fisiologicos, lesdes como o levantamento epitelial, hiperplasia epitelial, edema e
hipertrofia epitelial, sdo na verdade respostas adaptativas dos mecanismos de defesa,
onde a diminui¢do da area de contacto das branquias com a agua, cria uma barreira para
a entrada de xenobidticos, prejudicando assim a respiragdo. A fungdo respiratoria fica
comprometida, uma vez que com o aumento da distdncia entre a agua e a corrente
sanguinea, como consequéncia do levantamento epitelial nas branquias, o peixe tem
maior dificuldade nas trocas gasosas (Pandy et al., 2008). Lesdes como os aneurismas
ocorrem devido a um rompimento das células pilar, consequéncia do aumento do fluxo
sanguineo, ou até mesmo devido a acgdo preferencial dos contaminantes nestas células.
Os aneurismas sdo considerados como lesdes de maior gravidade, quando em

comparagdo com alteragcdes ao nivel do epitélio, mas que apesar de tudo podem ser
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reversiveis (Simonato et al., 2008). No caso da Barrinha de Esmoriz, os aneurismas
surgiram de forma sistematica, com grandes dimensdes € em grande numero,
disseminados por todo o arco branquial nas enguias; o mesmo ndo foi observado nas
gambusias analisadas. Esta tipologia de lesdo ocorreu de forma pontual nos animais
provenientes da Pateira de Fermentelos 1, sem a dimensao e extensao tao elevadas, o que
podera indiciar que os elementos contaminantes presentes na Pateira de Fermentelos sao
menos deletérios, ou manifestam-se nos individuos analisados de forma menos

agressiva.

Das lesdes encontradas nas duas espécies em analise, as que apresentaram maior
impacto (sendo consideradas as mais danosas) foram a hiperplasia do epitélio filamentar
com fusdo lamelar e os aneurismas. A maioria das lesdes histopatologicas ndo sdo
especificas da exposi¢do a um determinado xenobidtico, por isso ndo se pode dizer
efectivamente que as lesdes encontradas nas branquias podem ser devidas a exposicao a
metais, como se suspeita que seja em fung¢do dos dados obtidos nos biomarcadores
enzimaticos. Mesmo assim, existem estudos que referem que apos a exposi¢do de
peixes a compostos metalicos, se observa uma produgdo excessiva de muco nas
branquias. Isto ocorre devido ao stress causado pela variagdo de condigdes no meio,
induzindo deste modo a proliferacdo de células mucosas que por sua vez, causa o

aumento das secre¢oes (Hansen et al., 2007; Pandey et al., 2008).

Os compostos metalicos sdo considerados um dos elementos mais nocivos que existem
no meio ambiente e que afectam de forma particular as branquias, nomeadamente a sua
morfologia e estrutura. Estes elementos tém a capacidade de interferir com a respiracao
e osmorregulagdo nos individuos aquaticos expostos, causando desta forma danos
celulares nas células branquiais. Infelizmente, existem poucos estudos dirigidos a
exposic¢do das branquias de peixes baseada na avaliagdo dos efeitos a exposi¢des a mais

que um elemento metalico, e com periodos de exposi¢ao curtos. A exposi¢do cronica de
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peixes a agua contaminada com metais pesados induz uma vasta gama de alteragdes
fisiologicas e comportamentais, que vao desde perda de apetite, reducao no crescimento,
perda de ides e mortalidade nos peixes. Elementos metalicos com o zinco e o cobre tém
a faculdade de atingir as capacidades antioxidantes das branquias de peixes (Hansen et

al., 2007).

Apesar de ndo ter sido referido anteriormente, as enguias analisadas na Barrinha de
Esmoriz apresentavam branquias com excesso de células mucosas, comparativamente
com os individuos analisados no Rio Minho. Sendo assim, as alteracdes
histopatologicas observadas em A. anguilla e G. holbrooki sdo idénticas as encontradas
em peixes expostos a metais, como os encontrados na Barrinha de Esmoriz (Ribeiro et
al., 2005; Fernandes et al., 2007; Yildiz et al., 2010). As branquias sdo um tecido
metabolicamente activo, acumulando deste modo grandes quantidades de metais
pesados, como demonstrado por varios autores (Karadede e Unlu, 2000; Yilmaz, 2009).
Num estudo de monitorizacao realizado na Barrinha de Esmoriz, em Liza saliens, foram
observadas lesdes histopatologicas semelhantes as detectadas no presente estudo, e que
foram também comparadas com as observadas em peixes expostos a Cu e Zn

(Fernandes et al., 2007).

A analise semi-quantitativa das branquias revelou a existéncia de diferencas
significativas entre os locais Barrinha de Esmoriz e Pateira de Fermentelos, em ambas
as espécies em estudo. Quanto aos indices patoldgicos das branquias, verifica-se que
estes sdo mais elevados para ambas as espécies, na Barrinha de Esmoriz; em seguida, o
local com maior incidéncia de alteragdes foi para animais da Pateira de Fermentelos, e
com os indices patoldgicos branquiais menores surge o Rio Minho. Mais uma vez estes
dados vém refor¢ar as conclusdes obtidas para os biomarcadores enzimaticos, que

indicam que a contaminagdo, ou a severidade dos seus efeitos nestes dois locais, sdo
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diferentes, embora se desconheca, efectivamente, o agente causal devido a

inespecificidade das lesoes.

6.2.2. Figado

O figado ¢ o principal 6rgdo envolvido na destoxificacdo de xenobioticos e excrecdo de
elementos nocivos. Desta feita, o figado dos peixes ¢ bastante sensivel aos
contaminantes ambientais, devido a tendéncia de muitos contaminantes em se
acumularem neste 6rgao, fazendo com que este esteja exposto a grandes quantidades de
contaminantes, em compara¢cdo com o meio ambiente envolvente e outros 6rgdos (Au,
2004). Mais uma vez, as lesdes histopatologicas do figado ndo sdo especificas de
determinados contaminantes, sendo portanto mais dificil estabelecer uma relacdo de
causa-efeito (Ribeiro et al., 2005). Mas existem estudos que confirmam que o figado
bioacumula grandes quantidades de metais pesados (como o Cu, Cd e Zn) em peixes (4.

anguilla), em comparacdo com outros tecidos (Yilmaz, 2009).

As alteragdes histopatologicas hepaticas que foram detectadas em ambas as espécies
analisadas neste estudo variaram desde edemas, alargamento dos capilares sinusoides,
vacuolizacao dos hepatocitos e niicleos picnéticos. A lesdo mais grave € a vacuolizagao
pronunciada dos hepatdcitos e a presenga de nucleos picndticos, encontrados
fundamentalmente nos individuos analisados na Barrinha de Esmoriz. A semelhanca
com o que ocorreu na andlise do tecido branquial, as lesdes detectadas no tecido
hepatico nos individuos capturados na Barrinha de Esmoriz, eram mais graves e
extensas em comparacdo com as observadas em animais do local de referéncia e da
Pateira de Fermentelos. Isto podera ser devido a maior concentragdo de elementos

quimicos com maior propensao de causar danos no figado.
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Patologias como a vacuoliza¢ao dos hepatocitos pode estar relacionada com a exposi¢ao
dos individuos a agua contaminada, indicativa de danos metabdlicos e podendo ser
considerada como uma doenga degenerativa. Os vactolos que existem no citoplasma
dos hepatdcitos sdo compostos no seu interior por lipidos e glicogénio, essenciais para o
fornecimento de energia, sendo uma das fun¢des metabolicas consideradas normais no
figado (Camargo e Martinez, 2007). A deple¢dao de glicogénio nos hepatocitos pode
estar associada a individuos submetidos a situacdes de stress, uma vez que o glicogénio
funciona como reserva energética da glucose, que suporta a necessidade adicional de
grandes quantidades de energia, exigidas em situacdes destas. O prolongamento de
situagdes de deficiéncia de glicogénio nos hepatocitos pode tornar os individuos mais
susceptiveis a doencas. Este fendmeno, da diminui¢do das reservas de glicogénio, pode
ainda ser mais evidente no Verdo, uma vez que a actividade metabdlica ¢ maior em
funcao das temperaturas mais elevadas (Camargo e Martinez, 2007). A maior parte das
patologias encontradas ao nivel do figado verificaram-se sobretudo nos hepatocitos por
estes serem o alvo preferencial dos elementos quimicos. Outros estudos revelam a
acumulacdo de lipidos nos hepatdcitos em peixes expostos a elementos metalicos como

Cu, Cd e Zn (Arellano et al., 1999; Van Dyk et al., 2007).

Outra das lesdes encontradas neste estudo foram a presenca de nucleos picnoticos, que
corresponde a uma alteracdo degenerativa, sendo perceptivel porque compreende uma
diminui¢do do volume da célula e esta fica com uma coloracdo diferente. A picnose
caracteriza-se como um processo que conduz a necrose de um tecido, devido a
fragmentacdo do proprio nucleo (Jiraungkoorskulet al., 2003). Foram também

observadas alteracdes ao nivel dos sinusoéides, cuja obstrucdo implica um impedimento

acrescido do fluxo sanguineo (Saleki et al., 2007).

Nos individuos analisados no Rio Minho foram encontrados melanomacréfagos,

relativamente a presenca de melanomacrofagos em figados de peixes capturados em
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locais de referéncia, varios estudos demonstraram que ¢ normal a presenga de forma
ocasional destas lesdes (Stentiford ef al., 2003). Desta feita, a presenga de
melanomacrofagos no Rio Minho pode ndo ser de natureza toxicopatica. Para além
disso, como os centros de melanomacrofagos estdo envolvidos em varios processos
metabolicos para além do armazenamento de compostos considerados estranhos, ndo se
pode afirmar que a prevaléncia deste tipo de lesdo, em peixes expostos a contaminacao

quimica, pode estar relacionada com a polui¢do (Stentiford et al., 2003).

A analise qualitativa e semi-qualitativa de tecido hepatico, revelou lesdes descritas por
varios autores (Stentiford et al., 2003; Fernandes et al., 2008b; Costa et al., 2009), onde
a relevancia das lesoes, ou seja, como esta afecta a funcionalidade do 6rgao, situa-se em
patologias com importancia minima e moderada (Bernet ef al., 1999). De acordo com
um estudo realizado na Barrinha de Esmoriz com avalia¢dao histopatologica de figado
em individuos de Liza saliens, estes revelaram muitas das lesdes aqui descritas e para
além dessas, apresentaram focos de necrose, granulomas e extensas zonas de
parénquima heterogéneo, o que levou a concluir que estes individuos estavam expostos
a elementos metéalicos (Fernandes et al., 2008b). Nao obstante, na andlise semi-
quantitativa do figado em G. holbrooki e A. anguilla, revela a mesma tendéncia apurada
na analise semi-quantitativa nas branquias, tendo portanto a Barrinha de Esmoriz os
indices patologicos hepaticos mais elevados, em ambas as espécies, € em seguida, a
Pateira de Fermentelos e com os indices patoldgicos hepaticos menores surge o Rio

Minho.
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VII: Conclusoes

Torna-se evidente que na avaliagdo do risco ambiental ndo ¢ suficiente e ndo pode ser
baseada apenas numa andlise quimica, pois esta ndo fornece a informagao necessaria
sobre os efeitos toxicos dos xenobidticos sobre a biota aqudtica. Por conseguinte, a
utilizagdo de uma série de biomarcadores bioquimicos e histoldogicos como ferramentas
complementares ¢ fundamental na biomonitorizagdo ambiental para uma melhor
interpretagdo na avaliacdo dos impactos causados pela accdo humana (de origem
agricola, de origem industrial e de origem doméstica), (Ricciardi et al., 2010). A
seleccdo desta bateria de biomarcadores enzimaticos e histopatologicos nas espécies de
organismos teste seleccionadas permitiu demonstrar que sdo ferramentas fidveis e
sensiveis, uma vez que responderam a contaminagdo quimica e os biomarcadores
escolhidos foram capazes de demonstrar as variacdes de origem natural e as variagdes
causadas por perturbagdes de origem antropogénica em G. holbrooki e A. anguilla.

Deste modo os objectivos propostos inicialmente foram atingidos.

Em suma, o presente estudo revela que existem fortes evidéncias da existéncia de
contamina¢do na Barrinha de Esmoriz, observavel de forma notodria pela inibicdo da
actividade da enzima AChE, no cérebro e olhos, em ambas as espécies analisadas. Fica
assim demonstrado que os individuos desta laguna estuarina revelam perturbag¢des no
sistema de neurotransmissao, que pode afectar de forma grave a sua qualidade de vida e
comprometer a sua sobrevivéncia. Aparentemente, esta inibi¢do da actividade da AChE
pode ter sido causada pela exposi¢ao dos individuos analisados a agentes metalicos,
uma vez que esta estabelecida uma relagdo de causalidade entre exposicao ambiental a
metais (que foram determinados na Barrinha de Esmoriz), e o efeito observado na
actividade desta enzima (Diamantino et al., 2003; Frasco, et al., 2005). Relativamente a
actividade da AChE na Pateira de Fermentelos, ndo foram verificadas perturbagoes

significativas que levam a inibicdo desta enzima em ambas as espécies analisadas, o que
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pode indiciar a auséncia de agentes anticolinesterasicos de utilizagcdo agricola (como
carbamatos e organofosforados) e de determinadas espécies metalicas. No que respeita a
actividade das enzimas com efeitos antioxidantes como a CAT e as GSTs, pode-se
concluir que os individuos de enguia europeia capturados na Barrinha de Esmoriz
apresentaram sinais de stress oxidativo, a nivel branquial e hepatico, eventualmente
resultantes da exposicdo de A. anguilla a espécies metalicas. Tal padrao ndo foi no
entanto observado para individuos de G. holbrooki, evidenciado que a fisiologia desta
espécie ¢ de certo modo mais refractaria ao exercicio de stress oxidativo por via da
exposicao a contaminantes ambientais. O mesmo cenario ndo foi observado para as duas
espécies em andlise na Pateira de Fermentelos, o que realca o menor impacto biologico

dos contaminantes antropogénicos que aqui possam existir.

E certo que a utilizagio destas enzimas (CAT e GSTs) em programas de
biomonitorizacdo ambiental ¢ muito aplicada, mas a interpretagdo dos resultados
obtidos ¢ por vezes dificil de empreender (van der Oost ef al., 2003). Um exemplo da
dificuldade na avaliacdo de dados de animais capturados em condigdes reais reside na
andlise dos individuos de enguia provenientes da Barrinha de Esmoriz, que
apresentaram inibi¢do significativa das enzimas GSTs. Tal facto podera ser indicativo
da existéncia de contaminagdo por metais, visto que existem estudos que atestam a
capacidade dos compostos metalicos em alterar a actividade desta enzima através da
ligacdo aos grupos funcionais da mesma, provocando uma inibi¢cdo da sua actividade
(Oliveira et al., 2004; Atli et al., 2006). No entanto, ndo ¢ de descartar a ocorréncia de
um cendrio de stress oxidativo, pois o efeito de alguns conhecidos agentes pro-oxidantes
passa pela inibi¢do destas isoenzimas. Apesar da dificuldade de se estabelecer a
ocorréncia, num cendrio real, de exposi¢do a compostos oxidantes, ¢ possivel inferir
diferengas significativas entre locais. Em organismos provenientes da Pateira de
Fermentelos ndo se verificaram grandes alteragdes na actividade destas enzimas
antioxidantes, comparativamente com o local de referéncia, nas duas espécies em

analise. Aparentemente, ndo sdo visiveis sinais de stress oxidativo, evidenciando mais
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uma vez que os individuos analisados na Barrinha de Esmoriz apresentam niveis de

perturbacdes fisiologicas mais elevadas em relacao a Pateira de Fermentelos.

Quanto aos dados obtidos na determinagdo da actividade da LDH, estes revelaram mais
uma vez as mesmas evidéncias que nos biomarcadores enzimaticos anteriores para os
individuos analisados na Barrinha de Esmoriz. Assim, em individuos de ambas as
espécies em estudo observaram-se alteracdes associadas as vias de obten¢do de energia,
que resultam numa capacidade reduzida de conseguir produzir energia de forma rapida.
Organismos que estdo sob stress quimico, possivelmente devido a exposicdo a
elementos metélicos, tendem a evidenciar a capacidade de se adaptarem a este cenario,
desenvolvendo estratégias de compensacao (de aumentar a alocacdo de energia do
crescimento para os processos de destoxificacdo e para os comportamentos repentinos
necessarios) que lhes permitam sobreviver (Levesque ef al., 2002). Este cenario, muito
evidente para os organismos capturados na Barrinha de Esmoriz, foi igualmente
evidente para os individuos de G. holbrooki analisados na Pateira de Fermentelos, tendo
sempre como base de compara¢do o Rio Minho, como sendo o nosso local de

referéncia.

Atendendo aos resultados referentes aos biomarcadores histopatologicos, estes vém a
reforgar o que esta patente nos biomarcadores enzimaticos. A utilizagdo de indices
semi-quantitativos na avaliacdo histopatologica foi uma ferramenta essencial, pois
permitiu relacionar as alteragdes histologicas de acordo com um factor de importancia
da lesdo e a sua extensdo e desta forma ser mais facil realgar o que ndo ¢ possivel
apenas com uma avaliacdo qualitativa (Bernet ef al., 1999). Desta forca a histopatologia
foi uma ferramenta que teve a capacidade de evidenciar, nas duas espécies amostradas,
as diferentes tipologias de contaminagdo dos locais analisados, em branquias e figado.
Onde as alteracdes verificadas nas branquias e figado situam-se em patologias com

importancia minima e moderada, podendo ser reversiveis. Na andlise dos indices
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patologicos, denota-se de forma visivel, uma tendéncia nos indices de condi¢ao das
branquias e do figado, onde observa-se uma gradagdo da incidéncia de patologias nos
orgdos-alvo analisados. Verifica-se portanto que na Barrinha de Esmoriz, nas duas
espécies em estudo, apresentam maior cotacdo nos indices, o que revela uma maior
gravidade e extensdo das lesdes, nas branquias e no figado, em comparacdo com a
Pateira de Fermentelos e com o Rio Minho, em G. holbrooki e A. anguilla. Quanto aos
individuos analisados do Rio Minho estes revelaram poucas lesdes histologicas, que
normalmente surgem em locais de referéncia, ndo estando relacionadas com a exposi¢ao

destes a contaminantes.

As alteragdes histoldgicas observadas nas branquias e figado em G. holbrooki e A.
anguilla no presente estudo indicam que os peixes respondem aos efeitos directos
derivados da exposicdo a contaminantes (através das branquias que estdo em contacto
directo com o meio), tanto quanto aos efeitos secundarios causados pelo stress (através
do figado que diminui os efeitos nefastos dos xenobidticos, comprometendo o seu
funcionamento). Em termos comparativos, entre as branquias e os figados em ambas as
espécies analisadas neste estudo, verificou-se uma maior prevaléncia de lesdes e do
numero de diferentes lesdes detectadas nas branquias e no figado encontra-se lesdes
com uma extensibilidade grande, em que na maioria das amostras nos individuos da
Barrinha de Esmoriz este apresenta uma estrutura muito fragilizada. De acordo com
estudos actuais, estes sugerem que as branquias sdo um O6rgdo mais susceptivel a
perturbagdes causadas pelo efeito da exposicdo a xenobidticos em situagdes agudas,
enquanto por outro lado o figado revela maiores fragilidades aquando de exposigdes a
xenobiodticos em situagdes cronicas, acumulando-os e muitas das vezes, os seus
metabolitos sdo ainda mais toxicos que o composto inicial (Costa et al., 2009). De
qualquer forma as lesdes sdo inespecificas, € ndo permitem inferir acerca do agente

causal.
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Assim sendo, os dados aqui obtidos revelam que a contaminacdo da Barrinha de
Esmoriz ¢ claramente mais pronunciada do que a observada na Pateira de Fermentelos.
O maior poder de diluicdo de contaminantes da Pateira de Fermentelos pode ser um
factor que condiciona a menor toxicidade observada em organismos 14 capturados; pelo
contrario, as perturbagdes hidrodinamicas causadas pela ac¢do do Homem na Barrinha
de Esmoriz, em resultado de pressdes constantes da industrializagdo, das urbanizacdes e
de praticas agricolas difusas nas imediacdes, causam a estagnagdo das aguas, com
incremento do défice de oxigénio dissolvido, maior concentracdo de espécies
xenobiontes, e perturbacdes nas populacdes piscicolas, traduzidas pelos dados agora

compilados.

Os dados referentes aos biomarcadores enzimaticos e histopatologicos, aqui analisados,
revelam claramente cenarios de contamina¢do pronunciada, que de facto se reflectem
em alteracoes nos processos fisiologicos e em lesdes visiveis nos oOrgaos-alvo
analisados. No futuro, considera-se fundamental que existam mais estudos com esta
tipologia, que permitam de alguma forma avaliar com rigor a evolugdo e a respostas dos
organismos aquaticos a contaminagdo. Assim, ¢ de esperar que os dados recolhidos
sirvam para caracterizar a situagdo de fragilidade ecologica em que se encontra a

Barrinha de Esmoriz.
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