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RESUMO

O objectivo deste estudo foi avaliar a qualidade sedimentar estuarina, utilizando
como bioindicador a espécie Solea senegalensis. Em Setembro de 2010,
recolheram-se varios individuos desta espécie em duas zonas de amostragem dos
estuarios do Sado e Mira. A qualidade sedimentar foi avaliada a partir da anélise das
respostas biologicas dos individuos amostrados e da analise da contaminacao
metalica dos sedimentos locais. Com este objectivo foram utilizados biomarcadores
de exposicao (niveis de metalotioninas) e biomarcadores histopatologicos (presenca
de lipidose, focos necréticos, hemorragias e inflamacdes) analisados no figado dos
individuos. As respostas bioldgicas obtidas nos individuos amostrados no estuario
do Sado revelaram alteracdes histoldgicas, do 6rgao analisado, mais acentuadas do
que as registadas no estuario do Mira. As concentracdes de contaminantes
metélicos presentes nos sedimentos estuarinos evidenciaram uma contaminacao
mais elevada no estuario do Sado, destacando-se os niveis de zinco, cobre e
cadmio, provenientes provavelmente dos efluentes de origem antropogénica. No
estuario do Mira constatou-se a presenca de niveis moderadamente elevados de
arsénio, provavelmente originarios de rochas presentes nas margens do estuério. As
caracteristicas fisicas (FF e TOM) dos sedimentos estuarinos amostrados
demonstraram estar relacionadas com o nivel da contaminacdo metalica e com a
saude dos peixes residentes. O estuario do Mira apresentou elevados teores de FF
e TOM, que favorecem a coesao dos sedimentos e a retengdo dos contaminantes,
havendo menor disponibilidade de poluentes na coluna de agua e por isso menos
efeitos nefastos nas espécies estuarinas. Em contrapartida, os reduzidos teores de
FF e TOM obtidos para o estuario do Sado poderédo explicar os maiores efeitos
adversos nos individuos. As caracteristicas arenosas do sedimento relacionadas
com baixo teor de FF e TOM, privilegia a biodisponibilidade dos poluentes na coluna

de agua e desta forma aumenta os efeitos adversos biologicos ocorridos.
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ABSTRACT

This study’s goal was to evaluate the quality of the estuarine sediments, using as
bioindicator the species Solea senegalensis. In September 2010, some individuals
were collected from two sampling areas, the Sado and Mira estuaries. The quality of
the sediments was evaluated through the biological responses to some analyses
made to those individuals and the analyses of the metallic contamination of the local
sediments.There were measured biomarkers of exposure (methalothionine levels)
and histological biomarkers (presence of lipids, necrotic foci, hemorrhage and
inflammation) in liver. At Sado, individuals’ biological responses show histological
differences in this organ, in comparison to the Mira individuals. The concentrations
of metallic contaminants present in the estuarine sediments show a higher level of
contamination in the Sado estuary. There were found higher levels of zinc, copper
and cadmium, probably from an anthropogenic influence. At Mira there was found a
moderately high levels of arsenic, probably from the rocks present at the margins of
this estuary.The physical characteristics (FF and TOM) of sampled sediments
demonstrated to be related with metal contamination and with resident fishes health.
The Mira estuary showed high levels of FF and TOM, which promote the cohesion of
sediment particles and the retention of contaminants, with lower availability of
pollutants in the water column and therefore less harmful effects on estuarine
species occurred. In contrast, reduced levels of TOM and FF obtained in Sado
Estuary may explain the major adverse effects observed in the individuals. The
sandy sediment characteristics, related to low FF and TOM, favors the bioavailability

of pollutants in the water column and thus increases the biological side effects.

Vi
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1. INTRODUCAO

1.1 Estuarios

1.1.1 Importancia ecolégica dos estuarios
Os estuarios sao considerados sistemas de grande importancia ecologica, por serem
biGtopos essenciais aos processos ecoldgicos que suportam a vida e sao,
consequentemente, vitais para a manutencdo do equilibrio ecologico da biosfera.
Segundo Cameron e Pritchard (1963), o estuario € um corpo de agua costeiro semi-
fechado que tem uma ligacéo livre com o mar, na qual se dilui, de forma mensuravel,
com a agua doce proveniente da drenagem terrestre. Estes sistemas caracterizam-
se, essencialmente, pela existéncia de baixas profundidades, pela recepcao de
nutrientes e de matéria orgéanica transportados pelos rios ao longo das bacias
hidrogréaficas, criando condicbes favoraveis ao desenvolvimento dos produtores

primarios e, consequentemente, ao suporte de cadeias troficas.

Os estuéarios sao fontes de alimentacdo e habitat para uma alargada gama de
organismos bénticos, epi-bénticos e pelagicos, que tém um papel determinante nas
cadeias troficas marinhas. As espécies de maior porte, como as aves aquaticas
migratorias e os mamiferos marinhos, também utilizam os estuarios para repousar e
beneficiar das excepcionais condicbes de abundancia, para se alimentarem. A
morfologia e a accdo das marés a que estdo sujeitos originam zonas de transicao

com caracteristicas favoraveis as fases de reproducéo e nidificacdo das aves.
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Varias espécies de peixes residem nos estuarios, de forma permanente ou
temporaria, encontrando aqui alimento e proteccdo contra possiveis presas, e/ou

utilizando—os como viveiro (“nursery”) e nas etapas de desova.

Nas zonas temperadas, as margens lodosas a montante nos estuarios, sao
ocupadas por habitats particularmente relevantes do ponto de vista ecoldgico: os
sapais. O desenvolvimento de sapais depende da interaccédo de diversos factores,
como a fisiografia da costa, a amplitude e a energia das marés, o tipo de sedimentos
presentes e a tolerancia das plantas em relacdo a salinidade e a imersédo, sendo
este dltimo factor o mais condicionante. De facto, a vegetacdo dos sapais é
caracterizada pela capacidade de suportar a imersdo em agua salgada e colonizar
solos salgados, implicando a salinidade respostas osmoticas e nutricionais
diferentes, para além de poder ter efeitos tdéxicos directos. Desta forma, os sapais
séo locais de extrema produtividade bioldgica, que funcionam como bercéario para
varias espécies de peixes e crustaceos, actuando ainda como barreira natural, quer
funcionando como filtro para a poluicdo proveniente das margens dos estuarios,

guer atenuando o impacto das cheias e a erosao costeira.

1.1.2 Gestéao dos Estuarios
Por constituirem zonas estratégicas, em termos sécio-econdmicos, 0s estuarios tém
sido alvo preferencial da actividade humana, que desde ha muito se vem
desenvolvendo nas margens dos principais estuarios. A multiplicidade de interesses,
desde a actividade portuéria, industrial, agricola, turismo e lazer, exploracdo de
recursos naturais e conservacao da natureza, gera frequentes conflitos de uso. A

gestdo dos estuarios reveste-se, assim, de grande importancia, tendo, como
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objectivo principal, a preservacdo e proteccdo do ambiente estuarino e de todos os

seres vivos inseridos nestes sistemas, incluindo o Homem.

Ao longo do litoral portugués, existem varios exemplos de fixacdo da populacdo em
estuarios, como meio de sustento da vida humana: é o caso do estuario do Tejo, do
Sado e do Douro. As varias potencialidades econdmicas nas zonas estuarinas,
nomeadamente a fauna haliéutica existente, levaram a que se concentrassem
grupos de pescadores no litoral portugués que exploram excessivamente estes
recursos, por meétodos artesanais ou industriais. Estes métodos influenciam
indirectamente a qualidade dos estuarios. O crescimento abusivo das pescas levou
a que mais de metade dos recursos pesqueiros fosse explorada ao maximo, sem
que as reservas de algumas espécies tivessem capacidade ou tempo de recuperar,
havendo cada vez mais o perigo de se extinguirem. As espécies mais afectadas sao
as que vivem junto ao fundo, pois sdo as que tém maior valor comercial e por isso
estdo mais expostas as actividades pesqueiras. As diferentes artes de pesca
representam, também, problemas acrescidos para as espécies estuarinas. A
utilizacdo de redes de deriva, ou a de arrasto de fundo, sdo técnicas pouco
selectivas que capturam, indiscriminadamente, qualquer espécie, nomeadamente o
linguado (Solea senegalensis) que acaba por ser pescado acidentalmente.
Actualmente, cerca de 14 a 29% das pescas portuguesas resultam da captura por

pesca artesanal.

Para além da pesca, existem outras actividades implementadas nas margens dos
estuarios que prejudicam a qualidade ambiental e reduzem grande parte do seu
valor haliéutico. A existéncia de actividades industriais ligadas sobretudo a

transformacdo de matérias-primas importadas, como as refinarias de petroleo,
3
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centrais térmicas a fuel ou carvao, industrias petroquimicas, refinarias de acucar,
moagem de cereais, e as industrias siderurgicas, de adubos e outras materias-

primas, exercem uma enorme pressao sobre 0s recursos pesqueiros.

A contaminagcdo proveniente da actividade industrial pode ser caracterizada por
elevada carga organica, metdlica e de nutrientes. Esta contaminacédo € emitida para
0s rios ou directamente para 0s estuarios, 0 que constitui uma ameaca para as
comunidades que residem associadas ao sedimento e que tém valor comercial, ja
gue a maioria dos contaminantes emitidos por estas actividades antropogénicas
tende a ser adsorvido pela matéria particulada e a concentar-se no ambiente
sedimentar. A presenca de contaminantes no ambiente sedimentar afecta a
gualidade de vida das espécies residentes nestes sistemas, aumentado a potencial
ocorréncia de efeitos adversos nos organismos bentonicos, em particular nos
suspensiveros ou detritivoros, devido aos processos de bioacumulacdo de
contaminantes que ocorrem nestes organismos, como por exemplo os metais. (Lee

et al. , 2000).

A agricultura é também uma fonte de poluicdo, embora difusa, cujos contaminantes
mais perigosos sdo o0s pesticidas, os fertilizantes e outros tipos de quimicos

aplicados em solos circundantes aos estuarios.

As descargas de efluentes urbanos sdo também contabilizadas como fonte de
contaminacao. Estas descargas podem ser provenientes da populacéo residente nas

margens dos estuarios ou do turismo sazonal
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Ao longo do tempo tém sido efectuadas dragagens, obras portuarias e aterros junto
de estuarios que aumentam a contaminacdo e os efeitos negativos sobre estes
sistemas sensiveis, conduzindo a reducdo do numero de individuos de véarias

espécies e em casos mais graves, resultando na sua extingao.

Em face dos considerandos referidos, a gestdo dos recursos dos estuarios deve
pressupor um conjunto de accbes que procure maximizar as potencialidades e os
beneficios que proporcionam as populacdes deles dependentes, promovendo a
harmonia dos diversos interesses comunicantes, e, acima de tudo, garantindo a
preservacao das espeécies e as condicdes ambientais adequadas a proteccao da

saude publica e dos ecossistemas.

1.2 Avaliacdo da presenca e efeitos de xenobidticos em
organismos estuarinos

A avaliacdo da presenca de xenobidticos nos estuarios é efectuada com base em

testes de toxicidade aos organismos estuarinos, em condi¢des laboratoriais e/ou de

campo. Os testes em laboratdrio analisam os efeitos ocorridos num conjunto de

individuos, dependendo do tempo de exposicdo e das concentracbes de

xenobidticos a que estao expostos (Jobling, 1995).

A avaliacdo do estado ecoldgico de um estuario e a informacdo necessaria para
conhecimento do estado dos organismos presentes no mesmo, fica incompleta
quando considerada apenas a componente fisico-quimica, que serve
exclusivamente para identificar e quantificar a presenca de toxicos. A obtencdo do
significado biolégico e toxico dos poluentes que se querem analisar € conseguida

através de biomarcadores e bioindicadores.
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1.2.1 Bioindicadores
Os Dbioindicadores sdo organismos Vivos sensiveis ou resistentes, cujas
caracteristicas se relacionam com determinados factores ambientais e, por esse
motivo, sao utilizados como agentes importantes na avaliacdo da qualidade
ecoldgica de um determinado ecossistema, neste caso dos estuarios. As alteracoes
dos bioindicadores séo factores faceis de identificar, relativamente rapidos e pouco
dispendiosos, e, por este motivo, existe uma grande quantidade de estudos

efectuados recorrendo a estas ferramentas.

No entanto, para se realizar a avaliacdo do risco da contaminacdo de um local, é
necessario ter um conhecimento aprofundado sobre a espécie em vigilancia, as
caracteristicas ambientais e as reaccdes biologicas provocadas na presenca de
determinados poluentes, para, posteriormente, se poderem estabelecer relagdes
causa-efeito. Existem varios factores que podem influenciar o comportamento dos
bioindicadores. Estes factores podem ser naturais ou antropogénicos. Os factores
naturais podem estar relacionados com o habitat (pH, luz, temperatura e quantidade
de nutrientes) ou com as caracteristicas dos proprios organismos (idade e sexo). Os
factores antropogénicos estao relacionados com os poluentes industriais, agricolas

ou urbanos provenientes das actividades realizadas pelo Homem.

Os peixes sdo considerados Optimos bioindicadores, por permitirem rapidas
respostas biolégicas na presenca de substancias xenobidticas no habitat onde estao
inseridos, e desta forma indicarem o grau de contaminagdo ambiental do sistema
onde se encontram. Esta informacdo € possivel, porque estes animais tém a
capacidade de acumular contaminantes nos seus tecidos Uma vez associados ao

sedimento de muitos estuarios, sdo frequentemente utilizados como bioindicadores
6
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de poluicdo de contaminantes persistentes, em contexto de biomonitorizacéo

ambiental (Gilliers et. al., 2006).

Neste estudo, o bioindicador utilizado na avaliacdo do estado ecologico do estuario

do Sado foi a espécie S. senegalensis.

1.2.2 Biomarcadores
Os biomarcadores podem agir como ferramentas de prognostico no aumento do
nivel da poluicdo e sdo extremamente relevantes nos estudos de identificacdo de

contaminantes em ambientes aquaticos (Vlachogianni, 2007b).

1.2.2.1 Definicdo “biomarcador”

A definicAo de biomarcador tem vindo a evoluir, através de diversos estudos
realizados por varios autores. De acordo com a definicdo classica de McCarthy e
Shugart (1990), os biomarcadores correspondem a mudangcas numa resposta
bioldgica, podendo esta ser a nivel molecular, celular, fisiolégica ou comportamental,
relacionada com a exposicao a contaminantes no meio ambiente.

Os biomarcadores séo instrumentos utilizados na medicdo dos efeitos biologicos
aguando da avaliacao da qualidade ambiental. Livingstone (1993), Van Gestel e Van
Brummeen (1996) e Van der Oost et al. (2003) associam ao termo biomarcador o
facto de este poder ser considerado como uma resposta biolégica na presenca de
substéancias toxicas a nivel organico, medido no interior do organismo ou a partir dos
produtos produzidos pelo seu metabolismo, indicando um desvio do estado normal

gue nédo pode ser detectado no organismo inteiro.
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1.2.2.2 Uso de biomarcadores em ecossistemas aquati cos
Véarios estudos realizados concluiram que os biomarcadores sao ferramentas
capazes de fornecer informacéo relativamente ao nivel de poluicdo do local onde
estdo inseridos, através da ocorréncia de respostas biolégicas adversas no interior
dos organismos aquaticos (Bucheli e Fent, 1995; Vlachogianni et al., 2007a). O uso
de biomarcadores tem sido extremamente importante como ferramenta base nos
estudos de identificacdo de contaminantes em ambientes aquaticos, pelo que
actualmente, sdo analisados os comportamentos dos contaminantes e 0S processos
de bioacumulacado, biodisponibilidade e biotransformacdo, assim como os efeitos
biologicos e bioquimicos nos organismos aquaticos, induzidos por contaminantes,
com o objectivo de avaliar o impacte dos contaminantes presentes em ecossistemas

aquaticos (Van der Oost et al ., 2003; Au, 2004).

Para que os biomarcadores possam ser usados como “sistema de alerta precoce” e
se possam tomar medidas correctivas antes que 0 ecossistema seja afectado com
danos irreversiveis, é crucial que as respostas destas ferramentas sejam adquiridas
com tempos de resposta curtos (horas, dias). Os biomarcadores devem ser dotados
de varias caracteristicas tais como a reprodutibilidade, sensibilidade, especificidade,
reversibilidade, aplicabilidade em diferentes taxa bioldgicos, facilidade de uso e

relacdo custo/beneficio adequado (Cajaraville et al., 2000).

Relativamente a exposicdo a contaminantes, os biomarcadores tém a vantagem de
guantificarem, simplesmente, os poluentes biologicamente disponiveis. Quando é
realizada a medicédo dos efeitos dos contaminantes, os biomarcadores agregam 0s

efeitos de mdltiplos factores de stress e elucidam relativamente aos seus
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mecanismos. Estas ferramentas sdo de rapida avaliacdo e eficacia na identificacao

do estado de saude do organismo.

1.2.2.3 Tipos de biomarcadores
De acordo com NRC (1987) e WHO (1993), os biomarcadores podem ser
subdivididos em trés classes:

» Biomarcadores de exposicdo que abrangem a deteccdo e a medicdo de

substancias exdgenas, metabolitos ou produtos de interac¢do entre o agente
xenobidtico e uma molécula ou célula especificas, medidas no interior do
organismo.

» Biomarcadores de efeito, que incluem alteracdes bioquimicas ou fisiolégicas

de fluidos corporais, nos tecidos de um organismo e que sdo normalmente
associadas a doencas.

. Biomarcadores de susceptibilidade, que indicam a capacidade inerente ou

adquirida de um organismo para responder a exposicdo a uma substancia
xenobidtica especifica, incluindo factores genéticos e mudancas nos receptores

gue alteram a sensibilidade do organismo a essa exposicao.

A andlise de biomarcadores de exposicdo e de efeito € um instrumento
fundamental para detectar o impacte da poluicdo sobre a saude dos ecossistemas,
geralmente em conjunto com outras abordagens para a avaliagdo da qualidade
ambiental, tais como andlises quimicas convencionais, bioensaios e estudos

ecoldgicos a longo prazo (Cajaraville et al., 2000).

Deste modo, no presente estudo foram utilizadas as metalotioninas, como

biomarcadores de exposicéo e a histopatologia como biomarcador de efeito.
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1.2.2.4 Histopatologia como biomarcador de efeito
As alteracbes do figado dos peixes tém sido amplamente utilizadas como
biomarcadores histopatolégicos (Myers et al., 1998; Mela et al., 2007), por serem
ferramentas eficazes na obtencdo de respostas realistas quanto ao estado de
toxicidade dos individuos expostos aos contaminantes. Desta forma, tém sido
realizados estudos, com grande relevancia, com base na utilizacdo de
biomarcadores para a avaliacdo do risco ambiental e da saude humana, tendo em
conta os processos de bioacumulacdo e bioampliagcdo de diversos contaminantes

nas cadeias troéficas.

As principais alteracdes observadas no figado de peixes dependem do tempo de
exposicao, da concentracdo das substancias xenobioticas, do grau de toxicidade, da
interaccdo entre contaminantes e das condi¢cfes fisioldgicas dos individuos. Os
biomarcadores histopatologicos mais comummente identificados sdo a lipidose,

focos de necrose, hemorragias e inflamacdoes.

A presenca de lipidose é identificada pela existéncia de inumeros vacuolos, que no
interior dos hepatdcitos armazenaram quantidades significativas de glicogénio,
consequéncia do tipo de alimentacédo e do excesso de producéo de lipidos realizada

pelo individuo (Groman, 1982; Takashima e Hibiya, 1995).

Os focos de necrose que ocorrem no figado de peixes sdo alteracoes

histopatoldgicas que se evidenciam pela morte de hepatdcitos em zonas do tecido
hepatico. Esta alteracdo € a manifestacdo de lesdes irreversiveis que destruiram a

capacidade funcional das células.
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As inflamacdes sdo alteracdes evidenciadas pela hipertrofia e coloracdo vermelha

dos sinusoides (capilares associados aos hepatocitos).

As hemorragias normalmente sucedem-se a evidéncias mais graves de inflamacdes

e/ou necroses.

1.2.2.5 Metalotioninas como biomarcador de exposicd o
As metalotioneinas (MTs) sdo uma classe de proteinas citosolicas de baixo peso
molecular (6 — 7 kDa), com uma estrutura composta por uma Unica cadeia de
aminoacidos dos quais 20 séo cisteinas, as quais representam cerca de 30% do
total de aminoacidos (57-75 aminoécidos) (Viarengo, 1989; Viarengo et al., 1993;
Simes et al., 2003 e Vergani et al., 2007). A quantidade de ligantes tiol dos residuos
de cisteina presentes na estrutura da MT confere a proteina uma alta afinidade para
ibes metalicos livres, tornando estas proteinas de grande interesse sob o ponto de
vista bioquimico (Nordberg, 1998; Kagi et al., 1988, Palmiter, 1998). A ocorréncia de
contaminantes metalicos induz, no organismo exposto, a sintese de MT (Romero-

Isartek Vasa, 2002), variando conforme o tipo de metais presentes.

Tém sido feitos inimeros estudos para determinar a principal funcdo das MTs. No
entanto estas proteinas exercem varias funcbes o que dificulta a sua total

compreensao.

As MTs podem ser induzidas por metais essenciais e ndo essenciais. A inducao
destas proteinas difere dependendo da natureza do metal e da afinidade de cada um
deles pelos grupos grupos sulfidrilos presentes na sua molécula: Hg**>Cu*>Ag*>

Cd?*> Pb?*>Zn* (Canesi et al., 1999). A presenca de um metal com maior afinidade
11
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para as MTs pode resultar na deslocacdo de um metal previamente ligado a esta
proteina. O cadmio € o exemplo de um dos indutores mais fortes de MT (Olsson et
al., 1986; Wan et al., 1993). Uma molécula de MT pode estar ligada a 7 atomos de
cadmio ou zinco, ou a 12 atomos de cobre (Suzuki et. al., 1998). Estas proteinas tém
varias isoformas, aparentemente induzidas por metais diferentes, sendo MT-I e MT-II

as formas mais conhecidas (Costa et al., 2009c).

Estudos recentes também atribuem as MTs uma funcdo antioxidante, pelo facto
destas actuarem como agentes de inactivacdo de espécies reactivas de oxigénio
(ROS), ou como redutores de niveis citosélicos de metais, como cobre e ferro,
libertando o metal Zn, cuja funcdo é dar estabilidade as membranas celulares

(Klaassen et. al., 1999; Viarengo et. al., 1999 e Viarengo et. al., 2000).

1.2.3 Contaminacao metalica dos sedimentos estuarin  0s
Os sedimentos presentes nos estuarios estdo frequentemente sujeitos a
contaminacdo proveniente das actividades antropogénicas. Estes contaminantes
tendem a associar-se a matéria particulada e a acumularem-se no sedimento
estuarino. Desta forma, o processo de acumulacdo constitui uma fonte de
contaminacdo metalica para 0os organismos residentes ou que dependam deste
ambiente. Este processo de acumulacdo ocorre com maior ou menor frequéncia
dependendo das caracteristicas dos sedimentos, nomeadamente da sua

granulometria e composi¢cao quimica.

Os sedimentos contém agua intersticial presente nos espacos entre as particulas,
material inorganico (fragmentos de rochas e conchas), material organico, bastante

importante nas relacdes de biodisponibilidade dos contaminantes e por fim, materiais
12
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provenientes das actividades antropogénicas. Os sedimentos sdo muito importantes
nos ecossistemas aquaticos por servirem de habitat a uma ampla variedade de
organismos estuarinos e serem fonte de alimento para os organismos bentdnicos,
inclusive para os organismos de niveis tréficos mais elevados. Tém ainda uma
elevada capacidade de captacdo de contaminantes, sendo que um dos elementos
principais destas contaminagdes sdo os metais. Os metais traco sdo introduzidos
nos sistemas aquaticos, por processos naturais, no caso da erosao dos solos e das
rochas, ou por processos antropogénicos, nos casos ja referidos anteriormente,
como as actividades industriais, mineiras, entre outras. A elevada toxicidade destes
poluentes resulta do facto de serem elementos de transicdo que formam compostos
complexos com diversos elementos organicos e inorganicos, das suas
caracteristicas de persisténcia e capacidade de acumulacdo no ambiente e da néo
biodegradabilidade. Para além das caracteristicas dos metais, a sua
biodisponibilidade e toxicidade dependem de factores como as alteracdes quimicas
gue ocorrem nas aguas intersticiais, o pH, o potencial redox (Eh) e a salinidade

(Chapman, et al., 1998).

Para avaliar a qualidade do ambiente sedimentar e determinar eventuais impactes
ecologicos associados aos sedimentos, utiliza-se frequentemente a “Triade de
Qualidade Sedimentar” como ferramenta na avaliacdo do grau de contaminacdo dos
sedimentos estuarinos. Esta abordagem tem trés componentes:
» Andlises fisico-quimicas do sedimento (determinacdo da contaminacdo
quimica);
* Avaliacdo da estrutura da comunidade bentdnica (determinac&o do estado da
fauna residente com maior exposi¢do aos contaminantes do sedimento);

* Avaliacdo ecotoxicologica dos sedimentos (avaliacao da toxicidade)
13
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A gestdo de sedimentos contaminados requer o desenvolvimento de varios critérios
biologicos e quimicos, com o objectivo de identificar efeitos associados a
concentracfes acima das quais os sedimentos sdo considerados problematicos.
Para uma correcta avaliacdo do tipo de contaminacédo a que o biota esta exposto, é
necessaria a realizacdo de testes de toxicidade e bioacumulacdo, por forma a
adquirir informacéo precisa acerca do significado bioldégico dos poluentes associados
aos sedimentos e o0s seus efeitos nos organismos. Estes testes devem ser
efectuados apOs a realizacdo das andlises quimicas, que apenas fornecem
informagdo acerca da qualidade do sedimento (Macdonald et al., 1996). A
determinacdo do impacte dos sedimentos contaminados nos organismos € avaliada
a partir de indices de qualidade sedimentar (Costa et al., 2010). Existem varios tipos
de indices de avaliacdo da qualidade de sedimentos, indicando de seguida dois dos

mais importantes:

« Indices de contaminacdo, que comparam 0S contaminantes presentes em

estacfes limpas com os presentes em estacfes poluidas e agregam as

concentragdes, por exemplo metélicas (indice de contaminacdo metélica);

« Indices de risco ecolégico que identificam o grau de contaminacédo dos

sedimentos e associam-no a concentracdo que potencialmente afecta os
organismos aquaticos, comparando os valores das concentragfes de
contaminantes presentes nos sedimentos com os valores guia de qualidade
sedimentar (SQG) (Long e Morgan, 1990; Di Toro et al., 1991: Persaud et al.,

1992; MacDonald et al., 1992).
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A gestdo dos sedimentos contaminados pode também ser controlada através da
legislacao existente. De acordo com a legislacao portuguesa (Portaria 1450/2007 de
12 de Novembro) e de acordo com a Convencdo de Oslo, relativamente as
dragagens, os sedimentos séo classificados em cinco classes de acordo com o grau
de contaminacdo por metais (Cd, Cr, Cu, Hg, Pb, Ni e Zn), metaldides (As) e
compostos organicos (PCB, PAH e HCB):

» Classe 1: Material dragado limpo — pode ser depositado no meio aquatico ou
reposto em locais sujeitos a erosao ou utilizado para alimentagéo de praias
sem normas restritivas.

* Classe 2: Material dragado com contaminacao vestigiaria — pode ser imerso
no meio aquatico tendo em atencéo as caracteristicas do meio receptor e o
uso legitimo do mesmo.

e Classe 3: Material dragado ligeiramente contaminado — pode ser utilizado
para terraplenos ou no caso de imersédo necessita de estudo aprofundado do
local de deposicdo e monitorizacdo posterior do mesmo.

* Classe 4: Material dragado contaminado — deposicdo em terra, em local
impermeabilizado, com a recomendacédo de posterior cobertura de solos
impermeaveis.

* Classe 5: Material muito contaminado — idealmente ndo devera ser dragado
e em caso imperativo, os dragados deverdo ser encaminhados para
tratamento prévio e/ou deposicdo em aterro de residuos devidamente

autorizado, sendo proibida a sua imersao.

Na Tabela 1 é apresenta a classificacdo de materiais dragados de acordo com o

grau de contaminacéo de metais (mg.kg™) e de compostos organicos (ug.kg™).

15
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Tabela 1- Classificacdo de materiais dragados de acordo com o grau de

contaminac&o de metais (mg.kg-1) e compostos organicos (ug.kg™).

Parametro Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Class e5
Metais
Arsénio <20 20-50 50-100 100-500 >500
Cadmio <1 1-3 3-5 5-10 >10
Crémio <50 50-100 100-400 400-1000 >1000
Cobre <35 35-150 150-300 300-500 >500
Mercurio <0,5 0,5-1,5 1,5-3,0 3,0-10 >10
Chumbo <50 50-150 150-500 500-1000 >1000
Niquel <30 30-75 75-125 125-250 >250
Zinco <100 100-600 600-1500 1500-5000 >5000
Compostos organicos
PCB (soma) <5 5-25 25-100 100-300 >300
PAH (soma) <300 300-2000 2000-6000 6000-20000  >20000
HCB <0,5 0,5-2,5 2,5-10 10-50 >50

Por outro lado, com o intuito de evitar problemas na saude humana, tendo em conta
0s processos de acumulacdo dos contaminantes presentes em recursos piscicolas
consumidos pela populacdo, foram admitidos niveis maximos de contaminacao

através do Regulamento Europeu 1881/2006 (Tabela 2).

Tabela 2 - Niveis maximos de contaminantes metalicos admitidos em recursos

piscicolas para consumo humano, segundo Regulamento Europeu 1881/2006.

Metais  Niveis maximos (mg.kg  peso hiimido)

Chumbo 0,3
Cadmio 0,05
Mercurio 0,5
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De acordo com FAO (2000) foram estabelecidos limites maximos de contaminantes

presentes numa série de compostos alimentares, apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Limites criticos de contaminagdo metalica em peixes e nos seus
derivados (EC, 2001a; FDA, 1998).

Nivel Maximo

Substéncia
US (ppm) EU (mg.kg ™ peso himido)
Arsénio 76-86
Cadmio 3-4 0,05-1,0
Chumbo 1,5-1,7 0,2-1,0
Metilmercurio 1,0 1,0

1.3.4 Stress ambiental

A saude de um organismo pode ser definida pela capacidade de resistir ao stress:
guanto mais exposto ao stress estiver 0 organismo, menos capacidade de
resisténcia tem. De acordo com Brett (1958), “stress”, ao nivel individual da
organizacao ecoldgica, € o “estado produzido por um factor ambiental ou outro que
estende as respostas adaptativas de um animal para além dos limites da
normalidade ou que perturba o funcionamento normal de tal forma que as
oportunidades de sobrevivéncia sédo significativamente reduzidas”. Esta definicao é
essencialmente consistente com o conceito de stress descrito por Selye (1956) e

Fitch e Johnson (1977).

A situacao de stress ambiental, associada a multiplos factores, pode gerar conflitos
na obtencdo de respostas de um biomarcador. . Esta situacdo pode tornar as
respostas ndo especificas e, nestes casos, estes instrumentos apresentam

respostas aos efeitos de contaminantes que integram o0s impactes simultaneos de
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multiplas substancias toxicas ou factores ambientais sobre o organismo. Neste caso,

as medidas nao podem ser usadas para identificar a substancia toxica especifica.

1.3 Risco para a saude humana (Factores de bioacumu lacéao
(BAF’s))
A bioacumulagcdo € um processo que ocorre no interior de organismos expostos a
contaminantes, nomeadamente nos sistemas aquaticos, expostos a contaminacao
metalica, ocorrendo directa ou indirectamente. Este processo ocorre porgue 0S
metais traco sdo elementos dificilmente excretados pelos organismos. O consumo
de recursos expostos a contaminantes deste tipo e independentemente de conterem
teores baixos de contaminantes pode conduzir, em condicbes de exposi¢cao cronica
por consumo continuado, a bioamplificacdo daqueles teores em niveis superiores da
cadeia tréfica. Relativamente a espécie humana, ela pode ser afectada, pois os
efeitos dos metais bioacumulados nos peixes tém consequéncias graves para a
saude, podendo provocar alteracdes do sistema nervoso central, lesdes no coértex e
no cérebro, bem como altera¢des nos 6rgdos do sistema cardiovascular, urogenital e

endaocrino.

A avaliacdo de risco toxicolégico € uma andlise quantitativa da potencial ocorréncia
de efeitos adversos a saude humana e ao meio ambiente, causados pela libertacéo
de substancias perigosas por actividades antropogénicas ou naturais, numa area
fisica delimitada. A analise de risco envolve a estimativa do nivel de exposicado ao
contaminante e a avaliacdo da toxicidade potencial, a qual pode ser efectuada tendo
por base factores de bioacumulacdo (BAFs) que estimam por exemplo a dose de
agentes toxicos ingerida por seres humanos através do consumo de peixes

contaminados.
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2. Objectivos
O principal objectivo deste trabalho é avaliar os possiveis efeitos da qualidade do
sedimento do estuario do Sado, usando a espécie Solea senegalensis, como
bioindicador.

S&o objectivos especificos:

» Avaliar as caracteristicas do sedimento e a contaminacdo metalica na area
onde esta espécie é capturada, no estuario do Sado;

* Comparar as condi¢des locais com uma area de captura da mesma espécie
no estuario do Mira, considerada zona de referéncia,

» Testar a utilizagdo de dois biomarcadores, um biomarcador de exposicéo e
um biomarcador de efeito para avaliar as possiveis relacbes entre as

condicBes ambientais e a salude desta espécie.
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3. Materiais e métodos

3.1 Material

3.1.1 Aparelhos

» Balanca de precisdo (AND, modelo HA-120M, +0,1 mg)

» Arca frigorifica, a -80°C

« Centrifuga Beckman, modelo Optima

» Polarégrafo diferencial por impulsos, com eléctrodo de mercurio de gota
suspensa - equipado com o processador 693 VA combinado com a
plataforma 694 VA (Metrohm, Herisan, Suica)

* Micrétomo (Jung RM2035, Leica, Alemanha)

* Microscoépio (modelo DMLV, da Leica Microsystems)

* Imagens capturadas, tratadas com o software Imagem J 1.4 (Instituto
Nacional de Saude de Wayne Tansband, Bethesda, MD, USA)

» Espectrometro Thermo Elemental X-Series

3.1.2 Reagentes
* Solucdo de TRIS-HCL 0,02M (pH 8.6)
* Solucéo cobalto
* Solucéo de Triton
* Solucédo padréo de MT de coelho (isoformas | e 1) (Sigma, St Loui, MO, USA)
« Agua ultra pura Mili-Q (dH50)
* Solugéo acida (dH,O + HCI 37% 3:1 v/v)
» Fixador de Bouin (37% de formaldeido e 100% de &cido acético, ao qual foi

adicionado &cido picrico até a saturacao)
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+ Agua destilada

e Etanol a 70% (diluido com dH,0)

» Etanol a 96%

» Etanol a 100%

+ Xilol

» Parafina

* Hematoxilina e eosina alcodlica

* Resina DPX

» Pirofosfato

* Mistura de acidos (6mL HF 40%, v/v ao qual foi adicionado 1mL de mistura de
HCl a 36% com HNO3; a 60% 3:1 v/v: aqua regia)

« Acido nitrico (HNO3)

e Sedimento de referéncia MESS-3 (NRC, Canada)

3.1.3 Material

e Craveira (+ 0,02 mm)

* Régua
 Tesoura
* Bisturi

* Pingas metalicas

e Tubos de eppendorf
* Placas metélicas

e Laminas

* Frascos Teflon
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Todo o material utilizado na realizacdo dos procedimentos laboratoriais, para

avaliacdo da toxicidade nos 6rgdos da espécie S. senegalensis, foi previamente

lavado com agua e detergente, de seguida passado com agua Milli-Q, mergulhado

em acido nitrico diluido durante 24 horas, passado de novo com agua Milli-Q e,

finalmente, seco na estufa a 58°C, para garantir a descontaminacao total e minimizar

0 risco de contaminacao.

3.2
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Figura 1- Metodologia aplicada na avaliacdo da qualidade sedimentar.

A Figura 1 apresenta o resumo da metodologia aplicada no presente trabalho. Para

avaliar a contaminacao presente nas zonas amostradas foram realizados dois tipos

de analises: bioldgica e fisico-quimica.
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A analise bioldgica dividiu-se em duas partes: medi¢cdes do comprimento standard
dos individuos amostrados e identificacdo de biomarcadores. Consideraram-se dois
tipos de biomarcadores, os niveis de metalotioninas, que foram medidos através do
método DPP-SMDE e biomarcadores histopatoldgicos, através da identificacdo
microscopica de quatro tipos diferentes de marcadores (hemorragia, inflamacéao,
necrose e lipidose). Apos a determinacdo destes parametros, foram efectuados
testes estatisticos que os relacionaram, com o objectivo de obter informacéo sobre a
contaminacdo dos estuarios atraveés dos efeitos biologicos adversos. A analise de

sedimentos complementou a analise biolégica.

3.3 Amostragem
A area de estudo escolhida foi o estuario do Sado. Foi realizada a anélise da
qualidade ecologica dos recursos piscicolas deste local, nomeadamente da espécie
S. senegalensis, quanto ao nivel de contaminacdo desta espécie, por influéncia da
poluicdo proveniente das actividades antropogénicas desenvolvidas nas margens do
estuario. O estuario do Mira serviu como area de controlo, tendo sido alvo do mesmo

tipo de avaliacdo que o estuario do Sado

Para tal foram recolhidos varios exemplares da espécie S. senegalensis e amostras
de sedimento de cada um dos estuarios. A amostragem do estuario no Sado foi
realizada na éarea indicada a vermelho na Figura 2. A zona de amostragem no
estuario do Mira situou-se num viveiro proximo de Foros de Galeado, indicada a
vermelho na Figura 3. Durante o periodo de amostragem este viveiro realizava
pesca regular, sendo todos os exemplares com valor econdmico introduzidos no

mercado, nomeadamente o linguado.
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Aldeiada
Carrasqueira

Figura 2 - Localizacdo geografica da zona de amostragem no estuario do Sado.
Proximo da cidade de Setubal e da zona industrial da peninsula de

Mitrena.Coordenadas GPS: 38°48'78” w : 08°84'64".

Figura 3 - Localizagdo geografica da zona de amostragem de sedimentos na
estacdo do estuario do Mira, inserido no viveiro da zona de Foros de Galeado.

Coordenadas GPS N: 37°43' 84" W: 08°45' 22",

A amostragem biologica realizou-se em Setembro de 2010 e a de sedimentos em
Janeiro de 2011. Os linguados foram capturados com redes de arrasto de
profundidade, sendo na maioria individuos juvenis e na sua totalidade individuos da

espécie S. senegalensis. Os animais foram transferidos para o laboratdrio em
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condicbes semelhantes as dos locais de proveniéncia, por forma a minimizar
possiveis alteracdes estruturais dos oOrgaos, através do processo natural de

degradacéo celular.

As amostras de sedimentos sdo constituidas por sub-amostras, recolhidas nas areas
assinaladas nas Figuras 2 e 3. Os sedimentos frescos foram homogeneizados,
obtendo-se uma amostra composta para cada area, e imediatamente congelados

para analises posteriores.

3.3.1 Caracterizacao geral dos ecossistemas amostra  dos

3.3.1.1 Estuério do Sado
O estuario do Sado localiza-se na Costa Oeste de Portugal, na Peninsula de
Setubal, sendo o segundo maior estuario de Portugal. Possui uma area aproximada
de 160 km? tem um comprimento de 20 km e uma largura média de 8 km. A
profundidade média é 8 m, sendo a maxima da ordem dos 50 m (Mohid, 2000). A
maré € do tipo semi-diurno com amplitudes que variam de trés a dois metros em
mare viva a um a dois metros em maré morta. O caudal médio anual do rio é de
cerca de 40 m®s™, apresentando forte variabilidade sazonal, com valores médios
diarios inferiores a umm®s™® no Verdo e superiores a 150 m3.s® no Inverno

(Cabecadas e Brogueira, 1993).

Parte importante do estuario, uma area aproximada de 24000 ha, esta classificada
como Reserva Natural, mas existem muitas industrias, principalmente na margem
norte, que enviam os seus efluentes contaminados para o interior do estuario. As

areas envolventes ao estuario séo utilizadas para a agricultura, nomeadamente para
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a producdo de arroz e tomate, extraccdo salineira, e para producado intensiva de

peixe (aquacultura) (Caeiro et al., 2003).

Do ponto de vista morfologico, o estuario pode dividir-se em duas regides com
caracteristicas distintas: o estuario e o Canal de Alcacer. A regido do estuario
propriamente dita apresenta uma topografia complexa, com extensas zonas de
espraiados de maré e sapais a montante e dois canais a jusante separados por
bancos de areia. Estes bancos de areia individualizam um canal a Norte e um canal
a Sul com caracteristicas hidrodinamicas diferentes. Os espraiados de maré e sapais
de montante ocupam cerca de um terco do estuario e encontram-se, na sua grande
maioria, integrados na Reserva Natural do Estuario do Sado, bem como grande
parte do Canal de Alcéacer e regido envolvente, a qual € constituida, essencialmente,
por zonas agricolas e florestais. Nesta zona, a pesca e a aquacultura sao
actividades economicas importantes. O rio Sado entra no estuario através do Canal

de Alcéacer, ao longo do qual a maré se propaga por cerca de 20 km.

O canal Norte estende-se desde o canal de Aguas de Moura e zona industrial da
Mitrena até a cidade de Setubal. Esta € a zona que mais influencia este canal,
relativamente a contaminagcdo do estuario. Constituida por 100 000 habitantes, a
cidade de Setubal é responsavel pela grande pressdo antropogénica sobre o
estuario, devido as diversas actividades econémicas implementadas para suporte da
populacdo, nomeadamente as actividades pesqueiras, a exploracdo de sal e de
bivalves, aquacultura, actividade agricola, (principalmente a cultura de arroz), o
turismo e ainda a intensa actividade industrial. As descargas dos efluentes urbanos

e industriais sdo efectuadas através deste canal, que regista uma profundidade
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maxima de 15 m e uma reduzida hidrodinamica, apresentando pior qualidade da

agua que o canal Sul, area menos intervencionada que o canal Norte.

O canal Sul estende-se desde a Comporta, em direccdo a Troia, tem profundidade
maxima de 35 m e possui forte hidrodinamismo. A intensidade das correntes
promove a oxigenacao das aguas e a diluicdo de poluentes, oferecendo tambéem
uma grande variedade de alimento e, consequentemente, € o habitat de muitas

espécies.

O risco da alteracdo do equilibrio ecolégico do estuario do Sado advém, em larga
medida, dos efluentes despejados para este sistema, provenientes das actividades
realizadas na cidade de Setubal e respectiva cintura industrial. Estes efluentes sao
caracterizados por terem, na sua composi¢do, varios poluentes como os TBT's
(tributii  de estanho), os PCB’s (bifenilos policlorados), o DDT
(diclorodifeniltricloroetano) e metais principalmente nos efluentes industriais, cargas
organicas elevadas, fosfatos, nitratos, amonia e uma potencial contaminacdo da
agua por bactérias ou virus, com origem maioritariamente nos efluentes urbanos.
Descargas consideraveis de fertilizantes e pesticidas originarios das actividades
agricolas sédo ainda fontes importantes, bem como as escorréncias das antigas
minas de Aljustrel. Aguas superficiais de escorréncia, motivadas pela rega excessiva
e a precipitacao irregular sdo potencialmente perigosas para a qualidade ambiental
do estuario, influenciando a sua funcionalidade e desempenho biologico. O facto da
circulacado das aguas ser menor nesta zona norte influencia o comportamento das
substancias perigosas negativamente, uma vez que estas mantém ligacdes entre si
e com os sedimentos do estuario, contaminando as espécies que procuram alimento

neste local. Estas substancias tém a capacidade de se acumular ao longo da cadeia
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trofica, tornando-se mais prejudiciais para os animais do topo da cadeia alimentar,

como os golfinhos roazes e o Homem.

A margem sul, perto da peninsula de Trbia, € o canal menos poluido, devido a
influéncia de correntes intensas, cuja circulagdo das aguas provoca uma maior

mistura dos contaminantes existentes.

As dragagens sdo a ameaca mais recente para o estuario do Sado, ja que tém
nefastas consequéncias na vida estuarina. A contaminacdo da agua e dos
sedimentos sdo um dos potenciais efeitos das dragagens, resultantes da
ressuspensao de sedimentos que contém contaminantes metalicos e organicos e da
sua posterior deposicdo em zonas ndo contaminadas (ou menos contaminadas). O
aumento da matéria em suspensdo na agua provoca 0 aumento da turbidez, e por
diminuicdo da luminosidade podera haver alteracdo da fotossintese que prejudica a
cadeia alimentar. A dispersdo dos sedimentos faz com que os agentes téxicos e
patogénicos, que se encontram depositados nas zonas dragadas, afectem zonas
nao contaminadas, e deste modo séo provocadas perturbagcdes nos ciclos bioldgicos

das espécies presentes no Estuario do Sado.

3.3.1.2 Estuario do Mira
Localizado na costa sudoeste de Portugal, o estuario do Mira caracteriza-se por se
estender entre duas cidades pequenas, Vila Nova de Milfontes na embocadura e
Odemira no limite superior e ser um estuario estreito, com 32km de comprimento e
150 m de largura, na zona mais larga e 30 m de largura por 6m de comprimento na
zona superior (Costa et al., 1994b). A profundidade média do estuario é cerca de 6

m e a maxima de 11 m. Na zona terminal, junto a Vila Nova de Milfontes, ao longo
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de cerca de dois km, a batimetria € complexa, apresentando bancos de areia que
ficam a descoberto em baixa-mar. Ao longo das margens, até cerca de 20 km a
montante da embocadura, existem espraiados de maré, a maioria dos quais alberga

zonas de sapal.

A maré € a principal forca promotora de escoamento no estuario, essencialmente do
tipo semi-diurna e com amplitude entre um metro em maré morta e trés a dois
metros em maré viva. O padrao do escoamento é mais complexo na zona proxima
da embocadura, onde a velocidade a superficie pode atingir valores superiores a um
m.s™. A maré é amplificada na primeira parte do estuario, devido a diminuicdo da
largura e da profundidade e diminui na zona de montante devido ao atrito. As marés
tém uma importante influéncia na estratificacdo vertical dos factores quimicos e

fisicos da coluna de agua, nomeadamente a salinidade e turbidez (Andrade, 1986).

De acordo com Andrade (1986), o gradiente do estuario do Mira é caracterizado por,
de jusante para montante: a) diluicdo da salinidade; b) aumento da turbidez; c)
diminuicao do diferencial térmico em relacéo a atmosfera; d) diminuicdo do conteudo
do oxigénio dissolvido (percentagem de saturacdo). Verticalmente, o gradiente
estuarino, desde a superficie até a profundidade, é caracterizado por: a) aumento da
salinidade, b) aumento da turbidez; c) aumento do diferencial térmico em relacéo a
atmosfera; d) diminuicdo do conteddo do oxigénio dissolvido (percentagem de
saturacdo). As oscilacoes fisicas e quimicas do estuario da Mira séo resultado de
varios factores, tais como a morfologia do estuario, a auséncia de irregularidade na
seccdao terminal do rio, quase 45 km, facilita a penetracdo dindmica a montante das

marés; a precipitacdo nos meses de Janeiro e Marco; e a reducdo anual do
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escoamento, aproximadamente 30%, devido a barragem de Santa Clara-a-Velha

(Andrade, 1986).

Relativamente a temperatura, existem também algumas oscilacdes ao longo do
estuario. Perto da embocadura do rio, zona predominantemente marinha, a faixa da
temperatura apresenta-se mais estreita variando de 12 a 22,5°C e salinidade de 27 a
35 psu (valores anuais). Na zona superior do estuario o intervalo de temperatura tem
uma maior variacao (8-25°C) e de salinidade (0-23psu), ja que sofre influéncia de

intrusdes de escoamento (Costa et al., 1994b).

A bacia hidrografica do Rio Mira tem uma &rea total com cerca de 1576 km?
delimitado a norte pela bacia hidrogréafica do rio Sado, e a sul pela bacia hidrografica
de pequenos rios do Algarve, a Este pela bacia hidrografica do rio Guadiana e a
Oeste pelo Oceano Atlantico (Loureiro et al., 1984, Ad&o, 2003). A envolvéncia do
estuario insere-se no “Parque Natural do Sudoeste Alentejano e Costa Vicentina”,
caracterizado por campos de regadio e matas produtivas, de eucaliptos e zona de
montado. O clima circundante € um regime sub-humido, sendo a época seca de
Maio a Setembro e a estacdo humida de Outubro a Abril. A temperatura atmosférica
anual varia entre 20-21°C, nos meses de Junho e Agosto, no periodo mais quente e
8-11°C em Dezembro e Janeiro, no periodo mais frio. A precipitacdo anual € de 667

mm e a insolacao anual € aproximadamente 2950 horas (Loureiro, et al., 1984.)

As caracteristicas citadas anteriormente fazem com que o estuario do Mira seja
considerado um estuario bem conservado e proximo do que seria um estuario

primitivo e sem influéncias humanas.

32



SOLEA SENEGALENSIS COMO BIOINDICADOR DA QUALIDADE SEDIMENTAR ESTUARINA

3.4 Solea senegalensis

3.4.1 Caracterizacao da espécie
A espécie S. senegalensis, cujo nome comum € linguado-branco, € uma espécie de
peixe teledsteo comum no estuario do Sado, com elevado valor como recurso para a
pesca e aquacultura (Dinis et al., 1999). Este peixe uma espécie bentonica, que
utiliza o estuario como bercario para os individuos juvenis. Esta espécie costuma
permanecer em fundos arenosos ou lodosos e alimenta-se de pequenos
invertebrados, como crustaceos e moluscos (Cabral e Costa, 1999; Cabral, 2000; Sa
et al., 2003). A morfologia dos linguados é consideravelmente diferente dos peixes
comuns: tém um corpo oval e achatado, a posicao dos olhos é assimétrica, a cor do
manto superior é acastanhada, e tem a particularidade de poder modificar-se devido
aos mecanismos de mimetismo do individuo. O comprimento maximo encontra-se,

geralmente, entre os 50 cm, podendo atingir entre 2 e 3 kg.

Figura 4 - Representacao fotografica do linguado da espécie Solea senegalensis.
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3.4.2 Solea senegalensis como bioindicador
Os peixes sdo um excelente exemplo de bioindicadores. Sao organismos sensiveis
capazes de responder a factores negativos evidentes num local contaminado e
funcionar eficazmente na identificacdo de substancias xenobidticas existentes no
habitat envolvente (Gilliers et. al., 2006). A espécie S. senegalensis tem sido
largamente utilizada como modelo biolégico, em estudos de toxicologia ambiental,
funcionando como indicador de contaminacdo ambiental. A vantagem da sua
utilizacdo como bioindicador deve-se a sua relativa abundéancia e ao seu modo de
vida e alimentacao, ja descritos anteriormente, que contribuem para que seja uma
importante espécie sentinela na biomonitorizacdo da contaminacdo ambiental,
nomeadamente na avaliagdo dos sedimentos do estuério (Jiménez-Tenorio et al.,
2007). Como tal, o bioindicador utilizado na avaliacdo da contaminacédo do estuario

do Sado foi 0 peixe da espécie S. senegalensis.

3.4.3 Figado
No ambiente aquatico, os peixes teledsteos absorvem os contaminantes atraves de
varios processos, sendo a alimentacdo uma das vias principais. Quando
incorporados no organismo, grande parte dos contaminantes sdo acumulados pelo
figado dos animais e sofrem um processo de biotransformacéo através de enzimas
gue modificam estes contaminantes em matéria hidrossoluvel, quando possivel, para

gue o organismo os consiga excretar (Heath, 1997).

3.4.3.1 Arquitectura do parénquima hepatico
O figado dos peixes é extremamente importante por ser um 0Orgdo de grande
actividade metabolica, onde se acumulam as substancias xenobioticas. O figado é

constituido por células designadas por hepatocitos Estas sdo células endoteliais
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(Takashima e Hibiya, 1995), com formato poliédrico, providas de um ou mais nucleos
centrados no seu interior, nucléolos geralmente evidentes e o citoplasma apresenta
granulacdes, podendo apresentar vacuolos, dependendo do estado nutricional do
individuo. O figado é percorrido por capilares sanguineos extremamente finos
designados por sinusoéides, que se ligam a ramificacbes das veias porta e supra-
hepatica. Os sinusdides sdo compostos por células hepaticas, cujas funcdes vitais
envolvem a secrecao da bilis, processos de metabolismo de proteinas, lipidos e

carbohidratos.

3.4.4 Analise biologica dos organismos
No total, obtiveram-se 21 exemplares recolhidos no estuario do Sado e 4 no estuario
do Mira. No laboratério foi iniciada, de imediato, a analise dos exemplares
recolhidos; foi efectuada a medicdo do comprimento standard (Cs) de cada animal,
com o auxilio de uma craveira (x 0,02 mm), e de uma régua no caso dos individuos
de maior dimenséo. O peso humido total do peixe (P;) e dos 6rgaos a analisar foi
obtido recorrendo a uma balanca de precisdo (AND, modelo HA-120M, +0,1 mg).

De seguida, procedeu-se a dissecacao dos organismos, para recolher o figado.

A extraccao do figado foi efectuada através de um corte da seccao cervical, tendo
sido utilizados materiais adequados (tesoura e bisturi) e manuseados com pincas
metalicas devidamente descontaminadas. A identificacdo dos exemplares seguiu
uma estratégia aleatoria de amostragem, tendo sido efectuada a partir de um cédigo
especifico (por exemplo: SSS01), em que foi identificada a espécie S. senegalensis

(SS), a estacao (S — Sado e M- Milfontes) e o numero do individuo (01 até n).
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As amostras de figado foram divididas em véarias fraccOes para serem utilizadas nas

diferentes analises a que seriam submetidas.

Os tecidos para andlises quimicas e bioquimicas foram entdo colocados em tubos
de eppendorf, devidamente identificados e guardados numa arca frigorifica, a -80°C,

até serem analisados.

3.4.5 Quantificacdo de MT no figado de Solea senegalensis
Apos retiradas da arca frigorifica a -80°C, as amostras para a quantificacdo de MTs
foram pesadas (Pa) e processadas de acordo com Costa et. al.,, (2008a). Foi
adicionada uma solucdo de TRIS-HCL 0,02M (pH 8.6) as amostras que foram
homogeneizadas no frio. O homogenato de cada amostra foi submetido a primeira
centrifugacédo efectuada a 17000rpm a 4°C durante uma hora, em vacuo, numa
centrifuga Beckman, modelo Optima. O sobrenadante, resultante desta primeira
centrifugacéo, foi exposto a um aumento de temperatura, através de um banho-
maria a 80°C, durante dez minutos, com o intuito de desnaturar proteinas nao-
termoestaveis. Os tubos foram tapados com parafilme para evitar a evaporacédo da
amostra. Apds uma segunda centrifugacdo, nas condi¢cdes da anterior, as amostras

foram colocadas a uma temperatura de -4°C.

A andlise de MTs foi efectuada pela quantificacdo de tidis (compostos com elevada
capacidade de ligacdo ao mercurio) existentes no citosol das amostras tratadas
termicamente, de acordo com Diniz et. al., (2007). Para tal, a cada 250 pl de
amostra, adicionou-se 20 ml de solucdo cobalto e 250 pl de solucdo de Triton e
recorreu-se ao uso de um polarografo diferencial por impulsos, com eléctrodo de

mercurio de gota suspensa (DPP-SMDE - Differential pulse polarography — Static
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drop Mercury electrode), equipado com o processador 693 VA combinado com a
plataforma 694 VA (Metrohm, Herisan, Switzerland). A polarografia permite medir a
concentracéo de MTs presente em cada amostra (Costa et. al., 2010). Adicionou-se
uma solucdo padrdo para a deteccdo e quantificacdo de MTs, através de duas
adicdes de 250 pl de 10mg.I* de MT de coelho (isoformas | e I1) (Sigma, St Loui,
MO, USA). Os resultados foram expressos em equivalentes de MT de coelho em
mg.g* de peso seco de homogenato de figado. O procedimento da extraccdo e
quantificacdo de MT através de DPP-SMDE utilizando MT de coelho como padréo,
foi adaptado para MT de Solea senegalensis de acordo com Bebianno e Langston
(1999). Entre cada analise, o copo e os eléctrodos do polardgrafo foram limpos com

dH.0 e solucéo acida (dH,O + HCI 37% 3:1 v/v).

3.4.6 Analise Histoldgica do tecido hepatico
A histologia segue um procedimento rigoroso e consecutivo de tratamento de
amostras até a sua efectiva realizacdo. As amostras foram preparadas para analises
histoldgicas, recorrendo a Martoja e Martoja (1967). Primeiramente, é efectuada a
fixacdo das amostras de tecido, de seguida a lavagem consecutiva das mesmas, a
desidratacéo e por fim a coloracdo. Imediatamente apos disseccéo, as amostras de
figado foram colocadas no fixador de Bouin (37% de formaldeido e 100% de acido
acético, ao qual foi adicionado acido picrico até a saturacdo), onde permaneceram
48 horas, a temperatura ambiente. As amostras foram posteriormente lavadas
durante 24 horas para remover 0 acido picrico em excesso, e para tal foram

efectuados varios banhos com agua destilada.

Apos as lavagens, as amostras foram desidratadas através de uma série de banhos

em diferentes tipos de alcoois, de modo a substituir o liquido intersticial das células
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por xilol, preservando desta forma a estrutura e a dureza do 6rgao. Os alcoois
utilizados foram o etanol a 70% (diluido com dH,0), etanol a 96%, etanol a 100% e
xilol. Por fim, foram embebidas em parafina, previamente liquefeita na estufa a 58°C,
efectuados os blocos para os cortes histologicos, com auxilio de duas placas
metalicas e devidamente identificados Para facilitar os cortes histolégicos, criou-se
uma seccao trapezoidal na extremidade dos blocos de parafina. No micrétomo (Jung
RM2035, Leica, Alemanha) foram realizados cortes com uma espessura de 5 um,
transferidos para um banho-maria, durante 5 segundos, e por fim colados cerca de 6
a 12 cortes por cada lamina. Para garantir boas visualizagcdes dos cortes, foram

efectuadas duas laminas por cada 6rgéo.

Os passos seguintes foram dedicados a desparafinacdo, coloracdo e desidratacéo
das amostras. Primeiro foram efectuados banhos sucessivos em diferentes alcoois
diminuindo gradualmente a concentracdo dos mesmos, depois efectuada a
coloracdo em hematoxilina e eosina alcodlica e por fim efectuados banhos
sucessivos aumentando gradualmente a concentracdo dos alcoois, para ser
substituido o liquido intersticial por xilol e conservar, desta maneira, as estruturas
celulares das amostras. As montagens definitivas dos tecidos animais foram

efectuadas com adicdo de resina DPX nas laminas previamente preparadas.

A observacao das laminas foi efectuada para analisar potenciais lesGes celulares
existentes no figado e para a confirmacdo da precisdo na identificacdo das
caracteristicas histologicas. O microscopio utilizado nas observacdes foi o modelo
DMLV, da Leica Microsystems, utilizado em todas as analises. A analise das
imagens captadas pelo microscoépio foi efectuada a partir do software de Imagem J

1.4 (Instituto Nacional de Saude de Wayne Tansband, Bethesda, MD, USA).
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3.5 Analise dos sedimentos
A analise dos sedimentos foi realizada através da determinacgéo da fraccao fina (FF),

da matéria organica total (TOM) e da contaminagcdo metalica.

A matéria organica total (TOM) foi quantificada por combustdo completa do
sedimento seco a 500 + 50°C, durante 4 horas. A fraccéo fina (FF, tamanho de
particula <63 um) foi obtida por crivagem hidraulica, apds a remocdo da matéria
organica com H,0,, lavagem e desagregacao por pirofosfato. As duas componentes,

FF e TOM, sédo apresentadas em percentagem de peso seco do sedimento (ps).

Para a determinacdo dos metais presentes nos sedimentos, as amostras secas
foram completamente mineralizadas com uma mistura de acidos (6ml HF 40%, v/v
ao qual foi adicionado 1ml de mistura de HCI a 36% com HNO3; a 60% 3:1 v/v: aqua
regia) durante 1 hora a 100°C em frascos Teflon fechados. O conteddo dos frascos
Teflon evaporou até secar quase totalmente, redissolveu-se em HNOg3, aqueceu-se
durante 20 minutos a 75°C e, por fim, foi realizada uma diluicdo em 50ml com agua
ultra pura Milli-Q (Caetano et al., 2007). A determinagdo dos metais (Arsénio (As),
Cadmio (Cd), Crémio (Cr), Cobre (Cu), Chumbo (Pb) e Zinco (Zn)) seria realizada no
IPIMAR- INRB, por espectrometria de massa ICP-MS (Inductively Coupled Plasma -
Mass Spectrometry), utilizando um espectrometro Thermo Elemental X-Series. O
meétodo foi validado pela utilizacdo de brancos e sedimento de referéncia MESS-3

(NRC, Canada). Os resultados seriam apresentados em pgg™ de sedimento seco.

N&o tendo sido possivel efectuar as leituras das concentracées dos contaminantes
metalicos (Cd, Cu, Pb, Cr, Ar e Zn) em tempo util, na avaliacdo da qualidade

sedimentar do presente estudo, optou-se pela utilizacdo de dados histéricos
39



SOLEA SENEGALENSIS COMO BIOINDICADOR DA QUALIDADE SEDIMENTAR ESTUARINA

existentes e determinados em estudos prévios nas mesmas zonas de amostragem.
As concentragdes dos contaminantes metalicos presentes na zona de amostragem
do Sado foram previamente determinados por Caeiro et al., (2005). Os valores das
concentracfes de metais da zona de referéncia foram gentilmente cedidos pelo
IPIMAR-INRB (Caetano, comunicacao pessoal). Foram utilizadas as concentracdes
maximas e minimas obtidas nos estudos prévios na determinacdo de contaminantes
metalicos, por abrangerem uma maior representatividade da contaminacdo das

zonas amostradas.

O quociente SQG-Q foi calculado para avaliar o potencial impacte de efeitos
adversos biolégicos observados nos sedimentos testados. Este quociente é baseado
nos valores guia para aguas costeiras, nomeadamente o valor TEL (Threshold
Effects Level, o nivel abaixo do qual ndo deverdo haver efeitos adversos) e PEL
(Probable effects level, o nivel acima do qual se deverao verificar efeitos adversos
para os organismos) (MacDonald et al., 1996). Estes valores guia tém sido
amplamente utilizados em estudos de avaliagdo de risco em sedimentos estuarinos.
O indice calculado para todos os contaminantes para cada estacdo de amostragem

€ dado pela formula (Long e MacDonald 1998):

PEL-Qi=—[1]

onde PEL € o valor guia para o contaminante i e Ci € a medida de concentracdo do
contaminante existente no sedimento. O valor SQG-Q (sediment quality guideline
guotient indice) foi calculado para comparar o impacte nas duas estacdes pelas

misturas descritas por Long e MacDonald (1998):
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SQG-Q = T, BEL-Qi 2]

T

onde PEL-Qi é o indice derivado da equacéo [1], para 0 contaminante i e n € 0
numero de contaminantes em andlise. As estacdes foram avaliadas de acordo com o
potencial total de observacdo de efeitos bioldégicos adversos, de acordo com
MacDonald et. al. (2004):

* SQG-Q <0,1 — auséncia de impacte

* 0,1 =<SGQ-Q <1 - nivel moderado de impacte

* SQG =1 - nivel elevado de impacte

3.6 Analise estatistica
Apoés a invalidacdo da homogeneidade das variancias calculada através do teste
paramétrico de Levene, a andlise estatistica dos dados foi realizada através de

métodos ndo paramétricos:

e Teste U de Mann-Whitney, para a determinacdo das diferencas entre
variaveis independentes (estacdo) e variaveis dependentes (MTs e Cs dos

individuos S. senegalensis)

» Teste de Spearman para avaliar as correlagdes entre os valores de MT e de

Cs, tanto nas duas estacdes como em cada uma delas

O nivel de significancia estabelecido foi de 5% para todas as analises. Todas as
estatisticas foram realizadas através do software Statistica 6.0 (Starsoft Inc., Tulsa,

OK, USA).
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4. Resultados

4.1 Dados morfométricos
Na tabela 4 sédo apresentados os resultados da analise morfométrica dos

organismos, relativamente as duas estacfes amostradas.

Tabela 4- Comprimento standard médio e desvio padrao associado dos linguados

Comprimento standard médio (mm)

Sado 184,29+14,04
Mira 233,25+96,19

A comparacao entre as caracteristicas fisicas dos individuos amostrados nas duas
estacBes permitiu observar algumas diferencas entre eles. Relativamente as
dimensdes dos peixes, na amostragem do Sado os comprimentos dos linguados
apresentaram-se idénticos entre si, ao contrario dos individuos da amostragem do
Mira. No Anexo 1 estdo representados os comprimentos standard dos individuos

amostrados nas duas estacdes atraves das Tabelas 12 e 13.

4.2 Quantificacdo de metalotioninas no figado de Solea
senegalensis
Ap6s a leitura das concentraces equivalentes de MT (mg.I'") no polarégrafo DPP-
SMDE, calcularam-se os teores de MT associado ao peso seco de cada amostra.
Posteriormente foram calculadas as médias e os desvios padrdo do total dos
individuos amostrados. Na tabela 5 s&o representados os teores de MT (mg.g™ peso

seco) para a estacao do Sado e do Mira.

42



SOLEA SENEGALENSIS COMO BIOINDICADOR DA QUALIDADE SEDIMENTAR ESTUARINA

Tabela 5 - Concentracdo de metalotioninas no figado de Solea senegalensis (mg.g-1

peso seco)
Concentracao meédia de MTs no
figado de individuos S. senegalensis (mg.g™ peso seco)
Sado 2,98+1,51
Mira 2,54+1,78

A Figura 5 representa as concentragcdes médias de MTs no figado dos individuos
amostrados nos dois estuérios. Nao houve grandes diferencas entre os individuos
dos dois estuarios. Nas Tabelas Tabela 14 e 15 do Anexo 1, € possivel observar
graficamente as concentracdes de MTs de todos os individuos amostrados nas duas

estacoes.

| m Sado

Mira

Concentragao de MT no figado
de peixes (mg/g peso seco)

Estagoes

Figura 5- Comparacéo dos niveis médios de concentracéo de MT (mg.g™* peso seco)

e respectivos desvio padréao, nas zonas de amostragem (Sado e Mira).
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4.3 Analise Histoldgica
De acordo com o protocolo anteriormente descrito, a analise histopatolégica foi
efectuada através de observacdo de cortes do figado da espécie S.senegalensis.
Para tal, foram considerados quatro biomarcadores histopatolégicos com a
finalidade de identificar as lesdes ocorridas com a exposi¢cado destes organismos a
contaminacdo. Foram analisados trés individuos de cada estacdo e considerados
guatro biomarcadores distintos (alteracbes histopatoldgicas), relativos a quatro

padrdes de reaccédo (Tabela 6).

Tabela 6 - Resumo de altera¢gdes histopatologicas analisadas no figado da espécie

S.senegalensis (adaptado de Costa et al., 2009c).

Padrao de reaccgao Alteracao histopatoldgica
Disturbios na circulagéo Hemorragia
sanguinea
Resposta Inflamatoria Dilatacao e proliferacéo de

vasos sanguineos

Alteragao r egressiv a Necrose

Alteraca o progressiva Lipidose

Nos resultados obtidos foram detectadas divergéncias entre as duas estacoes
analisadas. Na estacdo da Sado, a maioria dos individuos apresentou cirrose lipidica
e alguns focos de necrose ao longo do tecido (parénquima) hepatico, principalmente
em torno das ramificacbes da veia hepatica. A presenca de sinuséides no

parénquima hepético foi constantemente verificada, assim como a presenca
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excessiva de glébulos vermelhos no interior das células. Em alguns casos,
observou—se ainda a presenca de melanomacréfagos em zonas com evidéncia de
focos necroticos. Houve evidéncia de hemorragia num organismo, identificada pela
intrusdo de globulos vermelhos no parénquima hepatico como consequéncia da
ruptura de vasos sanguineos (Fig. 7C).

Os individuos correspondentes a estacdo do Mira apresentaram figados normais,
apresentando parénquima hepatico estruturalmente bem definido em corddes
hepaticos, com hepatdcitos regulares, de morfologia aproximadamente poliédrica e
dimensdes homogéneas, com nucleo concéntrico bem definido (Figs 6A e 6B). No
entanto, observou-se alguma inflamacao, evidenciada pela proliferacao e dilatacao
de sinusoides. No entanto, a frequéncia de ocorréncia de alteracdes histopatologicas
no figado dos peixes da estacédo do Mira foi, em geral, baixa, comparativamente aos

organismos amostrados no Sado.

A Tabela 7 resume as observacdes histopatoldgicas obtidas nos seis individuos (trés

de cada estacdo) e a apreciacao qualitativa dos biomarcadores presentes em cada

um.
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Figura 6- Observacédo de cortes histolégicos do figado de individuos S.senegalensis
da amostragem do Mira. A — Observagdo do corte com ampliacdo de 100x.
Parénquima hepéatico normal, constituido por células com citoplasma transparente,
sem evidéncia de alteracdes do tecido hepatico;1- veia hepatica com estrutura bem
definida, sem focos necroéticos adjacentes. B- Observagdo do corte com ampliacdo
de 400x; Figado normal, sem patologias excepto alguma evidéncia de inflamacéo
ligeira. Hepatdcitos bem estruturados com forma poliédrica, nucleos com tamanho e
forma praticamente constantes e bem definidos;1- Presenca de glébulos vermelhos

no interior de sinuséides — evidéncia de ligeira inflamacéo do tecido hepatico;
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Figura 7 — Observacao de cortes histoldgicos do figado de individuos S.senegalensis
da amostragem do Sado. C- Observacdo do corte com ampliacdo de 100x;
Alteracdes nitidas do parénquima hepatico, com evidéncia de danos nas células
hepéticas. Potencial ruptura da veia hepética pela evolucdo do foco necrotico
existente na sua envolvéncia. Evidéncia de inflamacgé&o ligeira ao longo do tecido
hepético. Existéncia de lipidose moderada (cirrose lipidica); 1- Intrusdo de RBCs
(evidéncia de hemorragia) para o interior do tecido necrético; D- Observacdo do
corte com ampliagcdo de 400x. Inclusdo citoplasmatica avermelhada associada a
fortes danos do tecido hepatico; 1- Potencial ruptura da veia hepatica com vestigios
de células hepéaticas destruidas no seu interior. Alteracdo da forma poliédrica dos
hepatdécitos. Estrutura quase inexistente das paredes da veia hepatica; 2- Foco de
necrose difuso, evidéncia de estrutura danificada do parénquima hepatico; 3-
Evidéncia de lipidose pela presenca de vacuolos no interior das células. 4- Presenca
de excesso de glébulos vermelhos no interior de células sinuséides.

47



SOLEA SENEGALENSIS COMO BIOINDICADOR DA QUALIDADE SEDIMENTAR ESTUARINA

Figura 8 - Apresentacdo e identificagdo de varios tipos de biomarcadores
presenciados em individuos amostrados no estuario do Sado. A - Observagédo do
corte histologico com ampliacdo (400x);Parénquima hepético com grande presenca
de lipidose, presenciada pela proliferacdo de vacuolos no interior das células; B —
Evidéncia de hemorragia identificada pela presenca de um exsudado corado com
hematoxilina e eosina e alteracdo da estrutura das células hepaticas, acompanhada
da presenca de focos necréticos difusos ao longo do tecido hepatico. C -
Observacdo de um corte com ampliagdo de 400x; Presenca de sinuséides com
estrutura dilatada e presenca de glébulos vermelhos no seu interior — evidéncia de

inflamacéao do tecido hepatico.
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Tabela 7 - Observacbes histopatoldgicas e presenca de biomarcadores em
individuos S. senegalensis, das estacbes do Mira (SSM) e do Sado (SSS). A

ocorréncia de lesdes é representada por (+) e a auséncia por (-).

Biomarcador histopatoldgico

Individuos Estuario Inflamacdo Necrose Hemorragia Lipidose

SSS01 Sado ++ ++ - ++
SSS02 ++ ++ ++ ++
SSS03 ++ ++ - ++
SSMO01 Mira + - - +
SSM02 + + - +
SSMO03 + - - +

4.4 Analise estatistica
A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada primeiramente através do
teste paramétrico ANOVA. Perante a existéncia de diferengas nas variancias entre
as duas estacoes, néo se verificou um dos pressupostos para aplicagdo de testes
paramétricos (homogeneidade das variancias). Por esta razdo, optou-se pela

utilizacéo do teste U de Mann-Whitney (teste ndo parameétrico).

O teste U de Mann-Whitney (teste ndo-paramétrico) revelou ndo haver diferencas
significativas, tanto relativamente ao nivel de MT entre os individuos de cada
estagdo individualmente, como relativamente ao comprimento standard dos

mesmos, uma vez que os valores de p-level foram superiores a 0,05 (Tabela 8).
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Tabela 8 - Valores de p do teste U de Mann-Whitney

Teste U de Mann -Whitney

p-level
Cs 0,299
MT 0,570

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos nas correlagbes existentes entre as

variaveis, a partir do teste de Spearman.

Tabela 9 - Valores das correlacdes realizadas pelo teste de Spearman, entre as

variaveis Cs e MT, no Sado, no Mira e no total das duas estacodes.

Correlacdes pelo Teste de Spearman

Sado Mira Total
MT
Cs 0,345 0,4236 0,4236

Na estacdo do Mira, verificou-se a existéncia de correlagdo entre as variaveis Cs e
MT. O mesmo nao ocorreu na estacdo do Sado. Por fim, os valores totais
correlacionados apresentaram uma correlacdo moderada entre o teor de MT e o

comprimento dos individuos (R = 0,4236).
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4.5 Analise dos sedimentos

4.5.1 Caracterizacao geral do sedimento
Os valores percentuais relativos as caracteristicas fisicas dos sedimentos
estuarinos, matéria organica total (TOM) e Fraccao Fina (FF) estdo apresentados na

Tabela 10.

Tabela 10 - Valores percentuais de matéria organica total (TOM) e fraccao fina (FF).

Estacoes %TOM %FF
S 0,9+0,1% 2,53%

M 7,910,3% 72,45%

A caracterizagao geral dos sedimentos obteve resultados divergentes entre as duas
estacOes avaliadas. Os teores de matéria organica total (TOM) e FF (Fracc¢do Fina)
apresentados para o estuario do Mira, indicam caracteristicas de sedimentos
vasosos. Pelo contrario, a zona de amostragem do Sado, apresentou teores de FF e

TOM mais baixos, que representam caracteristicas de sedimentos arenosos.

4.5.2 Caracterizacdo da contaminacdo metalica
De acordo com os dados de contaminacdo metalica apresentados na Tabela 16, do
Anexo 1 e a observacdo da Figura 8, os sedimentos da amostragem do Sado
apresentaram concentra¢cdes minimas de metais e metaldide mais baixas que a
zona de referéncia, sendo que nenhum dos valores ultrapassou o valor de TEL. As
concentracbes maximas do estuario do Sado apresentaram-se mais elevadas que

os valores apresentados no estuario do Mira, destacando-se a concentracdo de
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zinco, cobre e cadmio, por ordem decrescente, as quais ultrapassaram o0s niveis de
PEL. Deste modo, existe uma maior probabilidade de ocorréncia de efeitos adversos
biologicos no estuario do Sado, uma vez que a maioria das concentracbes dos
contaminantes metéalicos se apresenta ou acima do valor de PEL (zinco e cadmio)
ou entre os valores PEL e TEL (arsénio, chumbo e cobre). Nos sedimentos da
amostragem do Mira, foram evidenciadas maiores concentracdes de arsénio e cobre
gue ultrapassaram o valor TEL. Nenhum dos contaminantes metalicos presentes na
estacdo do Mira ultrapassou o valor PEL. O crémio foi o Unico contaminante que néo
apresentou risco de contaminacdo nas zonas de amostragem. Em geral, a

concentracao de todos os metais € mais elevada na estacdo do Sado.

A Figura 9 apresenta a concentracdo dos contaminantes metalicos presentes nas

zonas de amostragem, em conjunto com os valores PEL e TEL, dando uma melhor

percepcao dos limites de contaminacéo e os potenciais efeitos bioldgicos adversos.
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Figura 9 - Concentracdes minimas e maximas de contaminantes metalicos (ug.g-1
peso seco sedimento) nas estacbfes de amostragem (Mira e Sado) e respectivos
valores PEL e TEL dos metais zinco, cadmio, cromio, chumbo, cobre e, metaloide
arsénio.

Na Figura 10 estdo representados o0s valores minimos e maximos das

concentragcdes de contaminantes metélicos nas duas estagfes de amostragem. Em

geral, o estuario do Sado registou uma maior amplitude de concentracdes metélicas,
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sendo 0s seus teores minimos mais reduzidos e em simultdneo os teores maximos

mais elevados.

No estuario do Mira (zona de referéncia) é possivel observar que os valores

maximos e minimos nao variam muito entre si.
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Figura 10 - Concentracdes maximas e minimas de metais na zona de amostragem

do Sado e zona de referéncia do Mira.

Os resultados do indice de qualidade sedimentar (SQG-Q) obtidos através do

céalculo das equacdes [1] e [2] referidas no capitulo 2, sdo apresentados na Tabela

11.

Tabela 11- Valores de SQG-Q relativos as duas esta¢cfes de amostragem.

Estacao Valor SQG-Q

Minimo 0,04
Sado
Maximo 1,08

Minimo 0,162
Mira
Maximo 0,238
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Os valores de SQG-Q indicam o potencial risco ecolégico dos sedimentos. Os
valores de SQG-Q minimos e maximos apresentaram uma maior discrepancia no
estuario do Sado, sendo o valor maximo bastante mais elevado que no estuario do
Mira e com nivel de impacte elevado. Em contrapartida, o valor minimo néo
apresenta quaisquer potenciais de efeitos adversos biolégicos. Os valores de SQG-
Q da estacdo do Mira encontram-se dentro do intervalo de valores de nivel
moderado de impacte, embora néo representem valores muito elevados. Em termos
gerais, o0 valor de SQG-Q para o estuario do Mira é representativo de uma maior

qualidade, de acordo com MacDonald et al. (2004).
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5. Discusséao
As lesbGes hepaticas evidentes em linguados tém sido classificadas como bons
indicadores de exposicdo a contaminantes (Myers, Rhodes, e McCain, 1987,
Metcalf, Cairns e Fitzsimons, 1988; Vethaak et. al., 1996 e G.D. Stentiford, 2004),
sendo a sua extensdo e gravidade proporcionais ao tempo de exposicdo dos
individuos envolvidas neste tipo de intoxicacdo. Por este motivo, € possivel
considerar o maior numero de alteracfes histopatologicas evidenciados no figado de
linguados da espécie S. senegalensis, na zona de amostragem do Sado, como
indicativo de maior contaminacdo metalica e de divergéncias nas caracteristicas
fisico-quimicas comparativamente com a zona de referéncia. Na zona de
amostragem do Sado, a maioria dos individuos apresentou cirrose lipidica e alguns
focos de necrose ao longo do tecido hepatico. Segundo alguns autores, a presenca
de vacuolos é um mecanismo de resposta para armazenar xenobioticos
lipossoluveis (como PAHs e organoclorados) ou os metabolitos associados (Kohler,
1990; Biagianti-Risbourg et al, 1995; Arellano et al, 1999; Shaw et al., 2006; Giari et
al. , 2007; Miranda et al., 2008), ou ainda resposta a misturas de contaminantes
(Ribeiro et al., 2005; Costa et al., 2009b; Greenfield et al., 2008 e Triebskorn et al.,
2008). A lipidose hepatica tem sido ainda observada em peixes expostos a metais
(Moore et al., 1997; Simpson et al., 2000; Stehr et al., 1998; Vethaak et al., 1996;
Arellano et al, 1999; Giari et al., 2007; Shaw et al., 2006; Roberts e Oris, 2004 e

Ribeiro et al., 2005).

Em conjunto com a presenca de exsudado no plasma, a evidéncia de muitos
sinuséides no parénquima hepatico indicou a existéncia de varias inflamacdes ao
longo do tecido, assim como a presenca excessiva de glébulos vermelhos no interior

destas células, provavelmente devido ao aumento da actividade hepatica na
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producdo de proteinas aquando a presenca de substancias xenobidticas. A
presenca de coloracdo de hematoxilina e eosina no interior dos hepatécitos
manifesta a evolucdo do 6rgdo relativamente a sua maturidade, e significa uma
reducdo de armazenamento de glicogénio, ao contrario do que acontece em figados
de peixes juvenis que apresentam transparéncia nos hepatocitos (Simpson, 1992;
Costa et al. 2009d). De acordo com estudos anteriormente realizados, foi verificado
que as variacbes de armazenamento de glicogénio nos animais, podem ser
influenciadas pelas condi¢des fisiologicas (idade, sexo), bem como pelas condigbes

nutricionais e térmicas a que estdo sujeitos (Ferguson, 1989; Biagianti-Risbourg,

1991, Costa et al., 2009c).

O figado € um orgao com funcdes importantes no organismo dos peixes,
responsavel pela limpeza de substancias poluentes presentes no sangue e que
provém do intestino, no entanto é especialmente susceptivel a accdo de produtos
quimicos, devido ao baixo fluxo sanguineo em relacdo ao débito cardiaco, tornando
mais vagarosa a depuracao de produtos toxicos (Gingerich, 1982). Este 6rgéo tende
a concentrar metais no seu interior e exibir um potencial relativamente elevado de

bioacumulacao e desintoxicacdo (Roesijadi e Robinson, 1994).

A presenca de vacuolos lipidicos (lipidose) € bastante comum em peixes teledsteos
e pode ter duas origens: evidéncias devidas a dieta fornecida em peixes de
aguacultura, ou devido a privacdo de alimentos no caso de peixes residentes no
estuario, provocando stress oxidativo e aumento da peroxidacdo lipidica no
organismo (Viarengo et al., 1999; Vendemiale et al., 2001; Morales et al., 2004).
Existem, no entanto, resultados contraditorios relativamente ao verdadeiro impacte

biolégico desta condicdo. De acordo com Tucker et al. (1997), por exemplo, ndo
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resultam efeitos adversos da existéncia de lipidose em peixes de aquacultura. No
entanto, outros autores discutem que a lipidose pode alterar o metabolismo dos
animais tornando-os mais susceptiveis a aquisicdo de disfuncdes hepatocelulares
(Sanchez-Pérez et al., 2005), o que esta de acordo com as observacdes de Costa et
al. (2009), associando esta condicdo a presenca de alteragdes hepatocelulares de
caracter pré-neoplasico em S. senegalensis expostos a sedimentos contaminados
originarios do estuario do Sado. E de notar, no entanto, que n&o foi possivel
determinar, no presente estudo, os conteudos estomacais dos linguados analisados
em qualquer das estacdes, desta forma impossibilitando a associacdo desta

patologia a disfuncdes alimentares.

Estudos prévios divulgaram a existéncia de uma correlacdo significativa entre o
figado de S. senegalensis e a presenca de cobre nos sedimentos, originando
alteracbes patoldgicas (Baker, 1969; Gadner et. al., 1973; Bunton et. al., 1989,
Buckley et. al., 1982). Em estudos prévios, a presenca de cobre nos organismos
demonstrou ainda a diminuicdo da quantidade de glicogénio dentro das células
hepéticas, bem como a existéncia de multiplos focos de inflamacao (Schwaiger et.
al.,, 1997). No entanto, Costa et. al. (2009c) observaram que a presenca da
desorganizacdo hepatocelular difusa em S. senegalensis pode ocorrer como
conquéncia da exposicdo a misturas complexas de contaminantes, nomeadamente

associadas a sedimentos estuarinos.

A presenca de necrose hepatocelular esta relacionada com a exposicao de peixes a
contaminantes advindos das actividades antropogénicas (Wyllie et. al., 1980; Meyers
et. al.,, 1985; Pitot et. al., 1988), nomeadamente devido a presenca de cobre que

provoca também estagnacdo do sangue, expansao de capilares e vacuolizacdo do
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tecido hepético (Costa et. al., 2009d e Arellano et. al., 1999). O excesso de
contaminacdo por este metal pode provocar a sintese de MTs no figado como

processo de desintoxicacdo (Bremmer, 1991).

Relativamente a analise de sedimentos, o presente estudo demonstrou que
diferentes perfis de contaminacédo do sedimento estuarino causam padrdes distintos
de lesbes histologicas em S. senegalensis juvenis. Sedimentos contaminados com
metais, induzem genotoxicidade de forma significativa no corpo dos organismos
(Caeiro, 2004). Os sedimentos contaminados tém elevada relevancia em estudos de
avaliacdo da contaminacdo de espécies estuarinas, por agirem como componentes
integradoras em processos de misturas complexas e como amplificadores de efeitos
adversos bioldgicos provenientes da presenca de contaminantes (DelValls et. al.,
1999), com origem em efluentes de actividades antropogénicas. Por este motivo, 0s
sedimentos tém sido amplamente estudados, com o objectivo de identificar as fontes
poluentes, medir a sua extensao e diagnosticar a qualidade ambiental dos sistemas
aguaticos (Luoma, 1990). A maioria dos contaminantes que atinge a zona costeira
tende a ser adsorvida pela matéria particulada ou a decantar no fundo do estuéario,
onde pode permanecer durante longos periodos de tempo, e por esse motivo afectar
a comunidade bentdnica que reside no sedimento. Através da avaliacdo do grau de
contaminacdo dos sedimentos do local de interesse € possivel obter-se informacéao

sobre o grau de afectacdo que sofrem os organismos (Nipper, 2000).

Em geral, a concentracdo metalica apresentou-se mais elevada na zona de
amostragem do Sado. A concentracdo maxima dos metais, na amostragem do Sado,
evidenciou maior risco quanto ao zinco, cadmio e cobre, uma vez que a

concentracdo determinada destes metais ultrapassou o valor PEL, o que indica que
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existe um elevado potencial na ocorréncia de efeitos adversos biologicos no biota
associado aos sedimentos contaminados. E sugerido por Costa et. al., (2009c) que
estes metais tenham atingido o estuario devido a influéncia do Canal Norte, zona
com elevada presséo de actividades humanas, que podem ser responsaveis pela
introducdo de muitos contaminantes metéalicos; a contaminacdo de cobre e
eventualmente zinco tera origem provavelmente nas actividades mineiras; e a
existéncia de baixa hidrodinamica em certas zonas do estuario provoca a deposicéo
e retencdo dos contaminantes a nivel sedimentar, através do estabelecimento de
fortes ligacdes entre estes dois elementos. Efluentes das industrias Lisnave e
Eurominas, em conjunto com as correntes residuais do Canal de Aguas de Moura,
produzem um efluente rico em poluentes metalicos e organicos, nomeadamente
cadmio, cobre, zinco, arsénio e TBTs. Adicionalmente, as exploracdes agricolas dos
campos circundantes serdo responsaveis pela presenca de pesticidas como o DDT,

entre outros.

As concentracdes de chumbo e de arsénio apresentaram-se entre os valores PEL e
TEL, sendo que existe um risco moderado na ocorréncia de efeitos biologicos
adversos. As concentracfes maximas mais elevadas foram obtidas no estuario do
Sado, embora as concentracbes minimas tenham sido mais baixas que as

observadas no estuario de referéncia.

A diferenca entre concentracbes minimas e maximas do estuario do Sado sao
devidas a sua topografia, a elevada heterogeneidade espacial, devido as
descontinuidades sedimentares e a forte hidrodinamica que determinam a circulacéo

estuarina, dispersando os contaminantes que se concentram em locais em que as
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correntes sdo mais fracas, e determinando a diversidade de habitats (MacArthur,

1972; Emery 1978).

A baixa divergéncia entre as concentracdes minimas e maximas do estuario de
referéncia € explicada pela baixa hidrodinamica do estuario do Mira que pouco
promove a dispersdo dos contaminantes ao longo do estuario, devido a baixa
velocidade das correntes (Andrade, 1986). Nos sedimentos da amostragem do Mira,
foram evidenciadas maiores concentracdes de arsénio e cobre que ultrapassaram o
valor TEL. Nenhum dos contaminantes metalicos presentes na estacdo do Mira
ultrapassou o valor PEL. A presenca de arsénio em concentracfes mais elevadas no
estuario do Mira, podera ter como origem a natureza das rochas da bacia
hidrografica e das margens do proprio estuario (Carlos Vale, com. pessoal). A
acumulacdo de cadmio nos tecidos do figado dos peixes € um processo rapido
(Shariati et. al., 2010) e este motivo em conjunto com os dados da concentracao
deste metal apresentado no estuario do Sado € a possivel explicacdo para a
existéncia de alteracdes histopatoldgicas mais acentuadas no figado dos individuos
da amostragem do Sado. Os contaminantes metalicos tendem a persistir no estuario
por tempo consideravel, tanto no organismo dos animais, como no material
sedimentar (Nowell et. al.,1999). Estes contaminantes tendem também a estar
associados a processos de bioamplificacdo e contaminacdo de alimentos de
organismos de topo, nomeadamente do Homem (Freanch, 1997). Para além das
descargas directas, a contaminacdo do estuario pode também ter origem nos
processos de dragagem que provocam a ressuspensdao de sedimentos
contaminados e podem contaminar zonas limpas apos a redeposicao (Pereira,
1996). A biodisponibilidade de contaminantes dos sedimentos € provavelmente

reforcada pela desagregacdo e ressuspensdao dos sedimentos aquando da sua
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recolha. Com a movimentacdo dos sedimentos, os metais libertam-se das ligacdes
estabelecidas com as argilas ou matéria organica e ficam disponiveis para absorcéo
pelos animais que estejam em contacto com a agua (Costa et. al., 2009b). E notorio
gue a elevada toxicidade metalica, como o caso do Cd, pode estar associada a uma
disponibilidade prolongada na coluna de agua, depois da ressuspensdao dos
sedimentos. O baixo potencial redox combinado com a ressuspensdo de
sedimentos, pode favorecer a libertacdo de contaminantes metalicos e, portanto,
contribuir para o aumento da toxicidade dos sedimentos, favorecendo a
biodisponibilidade de contaminantes e gerar efeitos negativos mais fortes nos

organismos (Caetano et. al., 2003; Eggleton et. al., 2004 e Caeiro, 2004).

As caracteristicas fisico-quimicas dos sedimentos sdo outro factor importante no
aumento da toxicidade, devido a grande afinidade dos metais para com TOM e FF
(Caeiro, 2004 e Caccia et. al. 2003). Desta forma, sedimentos mais vasosos,
favorecem o processo de absorcdo de metais pelos peixes e a resposta de MTs
aumenta (Costa et. al., 2008a). Atkinson et. al., (2007) demonstraram que a mistura
fisica e bioturbacdo podem ser o0s elementos principais no aumento da
disponibilidade de metais, mais do que as alteracbes de pH e de salinidade,

podendo ainda ser responsaveis pela continuacao da elevada biodisponibilidade.

Dependendo da concentracdo dos contaminantes e do tempo de exposi¢cdo dos
animais a estes elementos, os efeitos dos contaminantes podem ser considerados
mais ou menos graves. Quando sdo elevadas, as concentracbes de poluentes
podem induzir mecanismos de adaptacdo nos peixes, e deste modo influenciar a
tendéncia esperada dos resultados de contaminacdo do local. Para além disso, no

caso do organismo estar exposto a elevadas concentracdes de contaminantes por
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um tempo de exposicao alargado, pode sofrer danos irreversiveis na funcionalidade
e morfologia das células e, deste modo, perder a capacidade de reagir,

determinando por exemplo a reducéo da inducédo de MTs.

Diversos trabalhos tém demonstrado que a mistura de contaminantes nos
sedimentos pode provocar efeitos antagonicos em peixes bentonicos jovens. Por
exemplo a presenca de contaminantes metalicos em conjunto com PAHs pode
reduzir a toxicidade dos contaminantes organicos, causando o atraso do
desenvolvimento e dos danos histopatoldgicos nos individuos expostos a
sedimentos com esta mistura de contaminantes (Bruschweiler et. al., 1996; Vakharia
et. al., 2001; Spink et. al., 2002; Costa et. al., 2009b). Apesar do crémio induzir a
sintese de MT no figado de peixes, quando exposto individualmente (Roberts e Oris
2004) é conhecido por ter um efeito contrario na inducdo de MT, na presenca de
metais como o Cadmio e o Zinco (Majumder et. al., 2003). De acordo com Collier et.
al. (1998) existe uma forte relacdo entre 0s contaminantes presentes nos
sedimentos e a existéncia de alteracbes histopatoldgicas no figado, sendo a
quantidade de substancias xenobidticas presentes no 06rgdo dos peixes,
directamente proporcional ao grau de poluicdo por metais pesados e pesticidas. Os
ensaios elaborados em laboratério contribuem para a avaliacdo destas anomalias e
a veracidade destes resultados foi demonstrada por estudos efectuados por Vethaak
et al. (1996) e Hatch et al. (1999). Estudos prévios com S. senegalensis expostos a
sedimentos contaminados recolhidos em locais préximos da zona de amostragem,
relataram uma correlacédo entre as alteracdes hepatocelulares e a contaminacao de

sedimentos (Costa et. al., 2009b).
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No caso do presente estudo, o facto de néo existir grande diferenca entre os valores
de MT nas zonas de amostragem pode ter sido devido a varios factores: i) a
diferenca de quantidade de amostras recolhidas nas duas estacdes, que
estatisticamente eleva o erro de comparacao entre as duas estacdes e nao reflecte
resultados representativos (21 individuos na amostragem do Sado e 4 individuos na
amostragem do Mira); ii) a mistura de contaminantes presentes no estuario do Sado
e 0s possiveis efeitos antagonicos, explicados anteriormente e ainda iii) a
degradacdo morfolégica e funcional dos organismos em elevada exposicdo a

contaminantes.

Alguns autores tém argumentado que € necessaria precaucao na interpretacédo de
resultados quando se considera como biomarcador de contaminacdo a inducéao de
MT por metais, na biomonitorizacdo de sedimentos (Mouneyrac et. al., 2002), mas
de acordo com Jimenez-Teno6rio et. al. (2007), a inducdo de MT no figado de
S.senegalensis relaciona-se perfeitamente com os metais presentes em sedimentos,

principalmente Cd e Zn.

Os valores guia de qualidade sedimentar (Sediment Quality Guideline Quotients
(SQG-Q) (Long and MacDonald, 1998) foram calculados para cada metal utilizando
o nivel de efeito provavel (PEL) para cada contaminante (Macdonald et. al., 1996). A
classificacdo dos sedimentos de acordo com potenciais efeitos adversos foi aplicada
de acordo com MacDonald et. al.(2000). A comparacdo entre as concentragdes de
contaminantes dos sedimentos analisados e os valores SQG para as zonas
costeiras (MacDonald et. al., 1996), nomeadamente o nivel limite de ocorréncia de

efeitos bioldgicos adversos (TEL) e o nivel de ocorréncia provavel de efeitos
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bioldgicos adversos (PEL), sugerem que os sedimentos do estuario do Sado sejam

0S responsaveis pela toxicidade mais elevada.

No entanto, a contaminacédo global dos sedimentos testados pode ser considerada
moderada, ja que os valores limiares de PEL s&o alcancados somente para Cu, Zn e
Cd. A gravidade das lesdes observadas nos individuos amostrados no estuario do
Sado pode ser explicada por trés factores: (1) a maior concentracdo de metais nos
sedimentos do estuario do Sado e provavelmente alguns compostos organicos
presentes, especialmente alguns PAH e PCB; (2) efeitos sinérgicos (e nao
cumulativos) de metais, que podem ter causado diminuicdo ou atraso nas respostas
dos peixes a toxicidade presente, (3 a maior libertacdo de contaminantes atraves de
dragagens dos sedimentos de um local para outro (0 remexer dos sedimentos),
aumentando a biodisponibilidade de toxicos (Costa et. al., 2009d) e ainda (4) uma
vez que a area de amostragem neste estuario se caracteriza por sedimentos com
reduzida fraccdo fina e matéria orgénica, 0s contaminantes poderdo estar

localmente mais disponiveis para os organismos bentonicos presentes.

Pelo contrario, os sedimentos do Mira, na area de amostragem, revelaram teores
mais elevados de matéria organica e finos, condi¢cdes que determinam uma menor
biodisponibilidade dos contaminantes, ja de si presentes com concentracdes baixas,

e uma maior coesao dos sedimentos, portanto menor ressuspensao.
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6. Concluséo e Perspectivas futuras

O estudo realizado revelou que o estuario do Sado apresenta uma maior
contaminacdo comparativamente com o estuario do Mira, em relacdo a
presenca de metais, o que esta de acordo com os elevados efeitos dos
biomarcadores histopatologicos observados. Os teores de MT séo
relativamente semelhantes nas duas estacbfes e, como anteriormente
explicado, este facto, no estuario do Sado, pode dever-se a uma adaptacao

dos organismos aos niveis de exposicdo de contaminantes.

Em aplicacbes futuras, seria interessante realizar-se uma avaliacdo de risco
ambiental e da saude humana, tendo em conta os diversos processos de
bioacumulacdo e bioampliacdo de diversos contaminantes, que uma vez
inseridos nas cadeias troficas, afectam os niveis superiores das cadeias
alimentares, e consequentemente o ser humano, tornando-se um risco para a
saude publica. Para tal, seria necessario avaliar-se e quantificar-se a
presenca de contaminantes metalicos no interior dos organismos, bem como
proceder a avaliacdo de contaminantes organicos presentes no estuario, de

igual forma a realizada na avaliacdo da contaminagcéo metalica.
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Dados Morfométricos - Comprimento standard:

Tabela 12 - Comprimento standard dos individuos S.senegalensis amostrados no
estuario do Sado.

Sado
Individuo Cs
(mm)

SSS01 190
SSS02 201
SSS03 164
SSS04 181
SSS05 196
SSS06 169
SSS07 182
SSS08 179
SSS09 185
SSS10 166
SSS11 226
SSS12 173
SSS13 192
SSS14 172
SSS15 182
SSS16 198
SSS17 176
SSS18 180
SSS19 184
SSS20 194
SSS21 180

Tabela 13 - Comprimento standard dos individuos S.senegalensis amostrados no
estuario do Sado.

Mira
Individuo Cs
(mm)
SSMO01 300
SSMO02 326
SSMO03 185

SSM04 122
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Andlise bioldgica — Quantificacdo de MTs

Tabela 14 - Concentracdo de MT do figado dos individuos S.senegalensis
amostrados na estacdo do Sado.

Sado

Individuo  CONCeNtracéo de MT (mg.g™ peso

seco)
SSS01 2,61
SSS02 3,72
SSS03 1,39
SSS04 1,57
SSS05 2,12
SSS06 1,25
SSS07 2,98
SSS08 0,49
SSS09 2,57
SSS10 0,90
SSS11 3,63
SSS12 5,03
SSS13 3,86
SSS14 3,33
SSS15 5,34
SSS16 2,65
SSS17 5,50
S5S518 4,86
SSS19 2,90
SSS20 3,02
55521 2,08

Tabela 15 - Concentracdo de MT do figado dos individuos S.senegalensis
amostrados na estacéo do Mira.

Mira
Individuo Concentracao de MT (mg/g peso
seco)
SSMO01 1,507418915
SSMO02 4,714528121
SSMO03 3,221462951

SSM04 0,731976431
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Tabela 16 - Concentragc6es de metais pesados presentes no estuério do Sado e
valores de SQGQ associados (Caeiro,2005).

Nuamero de SQGO Cédm_iP Chuml_Jlo Zincc_J1 Cobrfel Arsén!? Crémi_(lJ
amostras (Mg.97) | (M9.9™) |(H9-97)|(hg-97) | (H9-97) | (HD-97)
1 0.66 5,8 64 206 59 22 33
2 0.33 2,8 24 98 30 15 20
4 0.15 1,3 28 34 7 7,2 5
8 0.07 0,9 2 4 4 3 2
10 0.05 0,3 3,5 7,4 1 4,5 0,6
11 0.04 0,2 3,6 6,4 1 3,6 0,6
14 0.38 3,5 17 110 31 21 26
16 0.12 1,1 6,2 32 10 7,5 6
17 0.47 3,2 26 149 46 21 26
19 0.44 3,9 21 130 48 21 26
21 0.12 1 5,1 34 9 7,6 8
23 0.15 1 3,5 24 5 21 4
24 0.09 1,1 2 9 4 8 2
25 0.12 0,4 3,4 2,1 10 21 1
26 0.06 0,3 3,6 3,3 1 7.9 1
31 0.04 0,5 3,3 6,3 2 1,1 2
32 0.05 0,5 3,1 7,9 3 3,1 2
33 0,17 0,2 8,9 56 21 12 12
34 1,03 8 36 272 149 54 63
35 0,73 6 28 213 98 33 38
36 0,23 2 8,9 67 24 13 14
37 0,23 1,6 9,4 56 15 9,4 9
39 0,33 2,5 16 104 42 16 19
40 0,85 6,5 35 273 92 41 52
43 1,08 6,4 69 507 191 37 44
52 0,14 1,2 5 57 6 10 5
53 0,21 2,1 8,3 79 15 12 15
55 0,12 1,3 5 49 5 7 2
56 0,18 1,5 8,4 52 13 9,1 10
57 0,22 2,2 13 69 15 11 13
58 0,25 2,3 11 74 22 12 16
59 0,1 1,3 5,3 20 7 4 4
60 0,06 0,6 3,3 12 4 3,3 2
61 0,21 1,8 10 56 16 11 11
63 0,06 0,4 3,7 19 3 3,7 2
65 0,14 1,2 7 42 14 9 10
68 0,53 3,7 23 131 34 26 28
70 0,15 1,4 8 47 11 9 8
74 0,07 0,6 3 12 3 7 2
75 0,08 0,8 4 28 4 3 2
76 0,14 1,5 8 51 6 8 5
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Nuamero de SQGQ Cédm_iP Chuml_Jlo Zincc_Jl Cobrfel Arsén!? Crémi_(lJ
amostras (Mg.97) | (M9.9™) |(9.97) | (Hg.97) | (M9.97) | (H9.9 )
80 0.18 | 1.60 8.00 | 82.00 | 16.00 | 8.00 8.00
82 0.12 | 1.00 4.00 | 34.00 | 6.00 | 9.00 5.00
85 0.07 | 0.40 3.50 | 29.00 | 2.00 | 6.40 1.00
86 0.14 | 0.70 19.00 | 85.00 | 3.00 | 8.00 | 4.00
90 0.46 | 3.30 | 23.00 |131.00| 31.00 | 23.00 | 26.00
93 0.27 | 0.80 5.00 | 28.00 | 6.00 | 58.00 | 5.00
95 0.09 | 0.60 4.00 | 57.00 | 11.00 | 2.00 2.00
98 014 | 1.20 6.00 | 58.00 | 9.00 | 9.00 9.00
102 0.60 | 6.30 2.00 |199.00| 43.00 | 38.00 | 45.00
104 0.18 | 1.60 8.00 | 65.00 | 12.00 | 12.00 | 11.00
105 0.17 | 1.50 7.00 | 65.00 | 11.00 | 10.00 | 11.00
108 012 | 1.10 6.00 | 40.00 | 8.00 | 7.00 7.00
111 0.09 | 0.70 400 | 16.00 | 4.00 | 8.00 | 4.00
113 0.14 | 1.40 7.00 | 41.00 | 9.00 | 7.00 8.00
116 0.07 | 0.60 3.00 | 13.00 | 3.00 | 7.00 2.00
117 0.10 | 0.80 4.00 | 18.00 | 4.00 | 9.00 2.00
118 0.08 | 0.60 3.00 | 19.00 | 3.00 | 7.00 3.00
119 0.15 | 1.40 7.00 | 47.00 | 8.00 | 9.00 8.00
125 054 | 560 | 22.00 |162.00| 39.00 | 29.00 | 37.00
128 0.16 | 1.00 5.00 | 37.00 | 10.00 | 7.00 8.00
131 0.19 | 1.80 9.00 | 58.00 | 14.00 | 11.00 | 14.00
132 0.06 | 0.70 2.00 4.00 | 4.00 | 3.00 2.00
136 0.20 | 1.80 10.00 | 70.00 | 12.00 | 14.00 | 12.00
138 0.06 | 0.60 2.00 | 17.00 | 3.00 | 2.00 2.00
139 0.79 | 590 | 48.00 |295.00| 94.00 | 39.00 | 48.00
147 0.08 | 0.80 3.00 | 22.00 | 4.00 | 6.00 | 4.00
148 0.08 | 0.60 2.00 | 20.00 | 3.00 | 7.00 2.00
149 0.08 | 0.60 3.00 | 15.00 | 3.00 | 7.00 3.00
150 0.78 | 7.40 | 33.00 |219.00| 70.00 | 45.00 | 54.00
151 0.08 | 0.80 3.00 | 14.00 | 3.00 | 6.00 3.00
153 0.25 | 3.00 10.00 | 86.00 | 20.00 | 14.00 | 18.00
156 019 | 1.70 7.00 | 74.00 | 12.00 | 13.00 | 13.00
157 0.67 | 6.20 | 24.00 |221.00| 49.00 | 41.00 | 52.00
800 0.07 | 0.60 2.00 5.00 | 3.00 | 7.00 2.00
1110 0.07 | 0.60 3.00 | 12.00 | 3.00 | 7.00 2.00
1111 0.16 | 1.70 6.00 | 40.00 | 10.00 | 9.00 9.00
1240 0.12 | 1.30 5.00 | 32.00 | 6.00 | 8.00 6.00
Méaximo 1,08 8 69 507 191 54 63
Minimo 0,06 0,2 2 2,1 1 1,1 0,6




