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RESUMO

O Estuério do Sado é um ecossistema de elevado valor ecolégico e econémico, devido
as varias atividades de pesca que suporta. Contudo, esses valores estdo ameacados pela
contaminacdo dos sedimentos e da agua do estuario por compostos com um reconhecido
potencial mutagénico e carcinogénico. Este trabalho pretendeu contribuir para a avaliacdo do
risco para a saude humana decorrente da contaminacdo do Estuario do Sado, através da
caracterizagdo do potencial citotoxico e genotoxico de extratos fracionados obtidos a partir de
amostras de sedimentos. Para além disso, pretendeu-se implementar um ensaio de avaliacdo
das propriedades de desregulacdo enddcrina das mesmas amostras.

Os sedimentos recolhidos em trés locais de pesca do Estuério do Sado (A, C e P) foram
fracionados com solventes de diferentes polaridades: n-hexano (fragcdo 2), diclorometano
(fracdo 3) e metanol (fracdo 4). Tentou implementar-se o ensaio E-screen em células MCF-7,
utilizando-se o 17-B-estradiol e o Bisfenol A, como controlo positivo. A caracterizacdo da
citotoxicidade e da genotoxicidade foi realizada em células HepG2, recorrendo-se,
respetivamente, ao ensaio do vermelho neutro e ao ensaio cometa. As células MCF-7 foram
expostas durante um periodo de 5 dias a varias concentracdes dos controlos positivos, de
modo, a se medir a proliferacdo celular. Ndo se conseguiu no entanto obter nos diferentes
ensaios realizados uma reprodutibilidade do método. No ensaio do vermelho neutro foi
observada uma diminuicdo da viabilidade celular principalmente nas fracdes A4, P3 e P4 o
que sugere a existéncia de contaminantes nestas fracfes com capacidade de induzir
citotoxicidade. No que diz respeito aos efeitos ao nivel do ADN, observou-se uma elevacgédo
significativa do nivel de lesdes no ADN apenas nas fracdes 2 e 4 da amostra P.

As diferencas registadas nos efeitos citotoxicos e genotoxicos entre as fracdes e as
varias amostras sugerem que existem diferentes contaminantes nestas amostras, e além disso
que diferentes contaminantes sdo extraidos com cada um dos compostos usados na preparacdo
das diferentes fracdes. Estes resultados refletem as diferentes pressdes exercidas ao longo do
Estuario do Sado, e salientam a importancia de estabelecer associacdes entre a identificacdo e
quantificacdo dos contaminantes presentes nas amostras com os seus efeitos biologicos de

modo a tentar tirar ilagdes sobre um potencial impacto na satde humana.

Palavras-chave: Estuario; sedimentos; fracionamento; desregulacdo  enddcrina;

genotoxicidade.
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ABSTRACT

The Sado Estuary is an ecosystem of high ecological and economic value, due to the
fishing activities performed by the local population. Nevertheless, these values are threatened
by the contamination of the estuary’s sediments and waters, by compounds with a recognized
mutagenic and carcinogenic potential. This study aims to contribute to the evaluation of the
potential risk to the human health, associated with the Sado Estuary’s contamination, through
the characterization of the cytotoxic and genotoxic potential of fractionated extracts obtained
from sediment samples. Furthermore, it was intended to implement an assay to evaluate the
endocrine disrupting properties of the same samples.

The collected samples from 3 fishing sites of the Sado Estuary (A, C and P) were
fractionated with solvents of different polarities: n-hexane (fraction 2), dichloromethane
(fraction 3) and methanol (fraction 4). The implementation of the E-screen assay in MCF-7,
using 17-B-estradiol and Bisphenol A, as positive controls was attempted. The
characterization of cytotoxicity and genotoxicity was performed in HepG2 cells by the
Neutral Red and Comet assays, respectively. MCF-7 cells were exposed for 5 days to
differences concentrations of the positive controls, in order to measure cellular proliferation.
The method reproducibility was not achieved in the different assays performed. In the Neutral
Red assay, a decrease in cell viability was observed, mainly for fractions A4, P3 and P4,
which suggests the existence of contaminants in these fractions, with the ability to induce
cytotoxicity. Regarding the effects at the DNA level, a significant increase in the level of
DNA damage was observed for fractions 2 and 4 of sample P.

The observed difference in cytotoxic and genotoxic effects, between fractions and
samples, suggests the existence of different contaminants in these samples, and, furthermore,
that different contaminants are extracted with each solvent used in the extraction process.
These results reflect the different anthropogenic pressures along the Sado Estuary’s margins,
and emphasize the importance of establishing associations between the identification and
quantification of contaminants in sediments and their biological effects, in order to assess the

potential impact of the human health.

Keywords: Estuary; sediments; fractionation; endocrine disrupting; genotoxicity.
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INTRODUCAO

1. Estuérios: importancia e contaminacao
1.1.  Contaminacao de sedimentos estuarinos

Os estuarios sdo areas de grande preocupacéo, a nivel do risco ecoldgico e ambiental,
devido a sua elevada sensibilidade as diversas formas de contaminacdo. De facto, estes estdo
sujeitos a pressdes antropogenicas constantes de diferentes fontes, tais como a agricultura, a
pesca, a industria e o trafego maritimo o que os torna sistemas muito complexos. Os estuarios
estdo também sujeitos a descargas regulares de adguas residuais, de diversas origens urbanas e
industriais, muitas delas contendo contaminantes ambientais persistentes. A complexidade
destas areas maritimas deve-se também ao facto de serem semifechadas, com uma capacidade
de autorrenovacdo limitada e com uma elevada instabilidade [1, 2, 3,4]. Os estuarios possuem
também um importante papel nas cadeias tréficas aquaticas, isto porque € ai que muitas
espécies de peixes pelagicas e bénticas se vao alimentar. Para além destas espécies existem
também outras espécies ndo aquaticas, como alguns mamiferos marinhos ou aves que também
recorrem aos estuarios para se alimentar, reproduzir e nidificar [5].

Os contaminantes que chegam aos estuarios podem ser retidos em sedimentos e
resuspendidos na coluna de agua formando uma mistura ambiental complexa. Esta mistura
pode ter diversos efeitos adversos (mutagénicos, genotdxicos e carcinogénicos), nos
organismos expostos dado a grande persisténcia de alguns contaminantes. Para além disso,
sendo a agua frequentemente utilizada para a rega de terrenos agricolas e para consumo
humano, a sua poluicdo pode tornar-se um problema de saude publica. Além da exposicdo
humana direta, os contaminantes também podem chegar ao homem por via indireta, através da
bioacumulacédo que existe desses contaminantes nas espécies aquaticas presentes nos estuarios
que fazem parte da cadeia alimentar [2,5].

Os contaminantes descarregados nos estuarios tem uma propensdo para se ligarem as
particulas de matéria, e consequentemente a acumularem-se nos sedimentos. Este processo de
acumulacdo pode variar de acordo com as caracteristicas dos sedimentos estuarinos, como por
exemplo, a sua composi¢do quimica e granulometria [3]. Alguns estudos sugerem também
que a maioria dos contaminantes se encontra relacionada com os depositos finos
predominantemente ricos em matéria organica [3,6]. Além disso, existe também uma grande
variedade de fatores abioticos, onde se destacam a temperatura, salinidade e pH que provocam

a alteracdo da biodisponibilidade dos contaminantes [1,2,4].



Efeitos adversos de contaminantes estuarinos em células humanas: avaliagdo da genotoxicidade e
desregulacédo enddcrina

A contaminagdo dos sedimentos é também considerada como uma importante parcela
da pressdo existente a salde do ecossistema, sendo por isso necesséria a avaliagdo da
qualidade desses sedimentos, de modo, a perceber se existe ou nao risco perante a sua
contaminacdo. Essa avaliacdo pode ser realizada no sedimento total ou em extratos de
sedimento, recorrendo a diversos testes e ndo apenas a analise quimica do sedimento.
Atualmente destaca-se a utilizacdo de bioensaios para a avalia¢do dos riscos genotoxicos, que
se tornaram importantes na consequente adocao de estratégias para a monitorizacdo para dos
ecossistemas em estudo [3,4]. Apesar de tudo, a aplicacdo destes testes a sedimentos € um
desafio, sobretudo devido a diversificada constituicdo dos sedimentos, em material
inorganico, matéria organica e particulas de minerais. Todos estes fatores véo ter influéncia na
biodisponibilidade, toxicidade e na capacidade de adsor¢do dos contaminantes pelo sedimento
[3,6]. Contudo, ndo é s6 a complexidade dos sedimentos que dificulta os bioensaios, existe
ainda um conhecimento insuficiente do comportamento dos agentes mutagénicos em mistura
no meio ambiente. Devido a este facto, deve-se ter em atencdo quando é feita uma avaliacéo

do risco sedimentos aquaticos, de modo a que esta nao seja subestimada [3,7].

1.2. Contaminantes estuarinos identificados e seus efeitos

As industrias sdo uma das principais fontes de polui¢do aquética, sendo este um grave
problema para o ecossistema aquatico e consequentemente para a salde humana. Estas
libertam grandes quantidades de material toxico, tanto direta como indiretamente, para as
aguas, tais como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS), e metais. Os HAPs sdo
originados durante a combustdo incompleta da matéria orgénica, sendo a combustdo do
carvdo e a pirolise os principais processos responsaveis pela libertacdo destes compostos.
Estes compostos sdo constituidos por dois ou mais anéis aromaticos fundidos e sédo
caracterizados por possuirem apenas hidrogénio e carbono. Sabe-se hoje que uma grande
parte desses compostos, aquando de uma exposicdo ocupacional ou ambiental, sdo
mutagénicos e carcinogénicos sendo ja classificados como provaveis agentes cancerigenos ou
possiveis agentes cancerigenos para os humanos, correspondendo, respetivamente, aos grupos
2A ou 2B do sistema de classificagdo da IARC (International Agency for Research on
Cancer) [8, 9]. No grupo dos HAPs apenas o benzo[a]pireno é classificado pela IARC como
cancerigeno para os seres humanos (Grupol), pois produz metabolitos especificos capazes de

causar danos ao nivel do ADN [10]. Alguns HAPs, para além de cancerigenos, sdo compostos
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classificados como potenciais desreguladores endocrinos dado que possuem atividade
estrogénica, geralmente aliada a um elevado potencial de bioacumulacdo [11]. Este tipo de
compostos, em geral, ndo se encontram isolados no meio ambiente, fazendo parte de misturas
ambientais complexas existentes nos estudrios e, que podem provocar varios efeitos
prejudiciais na satde do Homem mas que ainda néo estéo totalmente compreendidos [8].

Quanto aos metais, que também se encontram presentes, estes sdo pequenas moléculas
essenciais para a manutencdo da vida e naturais no meio ambiente. Contudo, muitos deles
tornam-se toxicos e nefastos dependendo do modo de exposicdo, o estado de oxidacdo e as
suas concentracBes no meio. Uma das grandes problematicas destas moléculas é o facto de
ndo serem degradadas pelos seres vivos, 0 que faz com que possa existir uma bioacumulagao
até niveis perigosos. Uma vez no interior do organismo podem interagir com macromoléculas
celulares, algumas vias de transducdo e ainda alguns processos genéticos. Estes compostos
podem ser cancerigenos sob a forma de complexos de metal, particulas metélicas ou ides
livres, sendo alguns ja classificados pela IARC como cancerigenos e possivelmente
cancerigenos para os seres humanos [12]. Existem indicios de que os metais podem induzir
indiretamente danos no ADN, sendo o stress oxidativo o principal modo de acdo que podera
explicar os efeitos cancerigenos e mutagénicos dessas moléculas [12,13].

Um outro composto encontrado nos estuérios € o Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT),
um pesticida e um contaminante ambiental altamente persistente, encontrando-se atualmente
em sedimentos, solos e alimentos apesar de ter sido proibida a sua utilizacdo ha muitos anos
atras. Este facto é demonstrado pelo caso mais famoso de desregulacdo enddcrina atribuido ao
DDT e seus subprodutos, muito utilizados nos anos 50 e 60, que se mostrou poder permanecer
no meio ambiente durante um largo periodo de tempo e de possuir uma atividade estrogénica
que pode afetar o sistema reprodutivo de alguns mamiferos e aves [11, 14]. Segundo alguns
estudos, também tem sido proposto que o DDT e os seus metabolitos podem induzir danos
oxidativos no ADN e apoptose celular [15]. O DDT, segundo a IARC, pertence ao grupo 2B,
sendo possivelmente cancerigeno para os seres humanos [14]. Como ja focado anteriormente,
é muito provavel que através da acdo destes compostos exista uma formacdo de radicais de
oxigénio livres (ROS) que induzam danos no ADN. Biologicamente existe um nivel toleravel
de radicais de oxigénio livres que, quando ultrapassado, pode causar um aumento no nivel de
danos oxidativos nas biomoléculas, o que faz com que existam efeitos bioldgicos deletérios
[12, 13, 16].
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Além destes compostos, podem ainda existir outros como os bifenilos policlorados
(PCBs) que sdo compostos organicos manufaturados pelo Homem em diversas areas, como
em sistemas hidraulicos, retardantes de fogo, adesivos, plasticos e pesticidas [15]. A producgéo
dos PCBs foi proibida na maioria dos paises, e segundo a IARC estes sdo possivelmente
cancerigenos, pertencendo ao grupo 2A. Apesar disso, muitos deles ainda persistem no meio
ambiente, e tal como 0s metais, também estes parecem estar associados a inducao de stress
oxidativo e ainda a quebras de ADN [16,17,18].

Por fim existem os desreguladores enddcrinos que podem ocorrer de forma natural no
meio ambiente, tais como fito estrogénios, resultado das atividades agricolas, ou podem ainda
ser produzidos sinteticamente, como por exemplo pesticidas que englobam inseticidas,
herbicidas e fungicidas muito aplicados na agricultura. Outro exemplo sdo os plasticos e
produtos quimicos industriais, sendo que algumas destas substancias ja foram proibidas nos
EUA devido a enorme capacidade de atividade estrogénica e, consequentemente, a capacidade
de interferéncia com as func¢des enddcrinas, sendo os pesticidas 0 maior grupo de compostos
classificados como desreguladores enddcrinos [11,19, 20, 21].

Existem varios tipos de desreguladores enddcrinos a que é dado um maior realce, sendo
a preocupagdo mais recente os produtos anti-estrogenicos e anti-androgénicos. Contudo, 0s
mais estudados desde sempre sdo os efeitos dos estrogénios, como o estrogénio sintético 17-a-
etinilestradiol (Figura 1) muito utilizado em medicina como terapia de reposicdo e método
contracetivo, e ainda estrogenios enddgenos naturais produzidos pelo corpo humano, como o
17-B-estradiol (Figura 1). A estes dois compostos atribui-se a responsabilidade pela maioria
dos efeitos de desregulacdo enddcrina, uma vez que sdo diariamente excretados pelo ser
humano e ndo séo totalmente retirados no tratamento dos esgotos, 0 que faz com que sejam
constantemente lancados nas redes de &gua existentes, quer sejam fluviais ou de consumo
humano [11,19,22].

Ao longo do tempo, foram-se identificando estas substancias em diversos produtos
quimicos, como por exemplo produtos de origem industrial, cosméticos, pesticidas, entre
outros, 0 que tem tornado claro que tanto os animais como 0s seres humanos se encontram

expostos a elas, mesmo que seja em baixas concentragdes [23, 24].
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Figura 1 — Estrutura quimica dos estrogénios 17-B-estradiol e 17-a-etinilestradiol [11]

2. [Estuario do Sado

2.1. Descricdo da area de estudo

O rio Sado, situado a Oeste da Peninsula Ibérica, flui desde a Serra do Caldeirdo até ao
Oceano Atléntico, sendo um dos raros rios da Europa que flui de Sul para Norte, passando
principalmente por areas rurais até chegar ao seu estuario [25]. O Estuario do rio Sado é o
segundo maior estuario de Portugal, e um dos maiores da Europa, com uma area de
aproximadamente 240 km?, sendo a maior parte do estuério classificada como reserva natural
e por isso protegida, devido a sua grande importancia ambiental. Esta reserva inclui também
varias praias arenosas cercadas pela tipica floresta do mediterraneo. A peninsula de Trdia,
localizada na margem sul deste estuario, € um dos principais locais de lazer e turismo da
regido. Esta margem ¢é caracterizada também por intensas atividades agricolas, mais
especificamente, campos de arroz. Além disso, o estuario é importante para outras atividades,
nomeadamente para a pesca [4,25,26]. A cidade de SetUbal possui um importante porto e
ainda uma das maiores zonas industriais do pais que engloba fabricas de pasta de papel,
estaleiros navais e outras indlstrias de armazenagem e transporte de minérios que se
encontram diretamente associadas a producdo de contaminantes, junto a margem norte do
estuario. Existem tambeém outras fontes de polui¢cdo nesta margem, como € o caso das minas
de cobre localizadas na bacia do Sado que utilizam o estuario como local de descarga dos seus
residuos, sem que exista um tratamento adequado para isso, e ainda 0s portos e os residuos
urbanos da propria cidade [4, 25, 26]. Em torno do estuario existe ainda uma intensa atividade
agricola, que sdo é uma fonte de uma parte dos pesticidas e fertilizantes que se encontram a

contaminar o estuario. Em conjunto, as atividades desenvolvidas diretamente no estuario ou
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em torno dele, sdo de grande relevancia para a economia local, tendo impacto também a nivel
nacional. Este facto deve-se principalmente a pesca de certas espécies presentes no estuério,
que sdo comercializadas a nivel nacional, como é o caso do berbigdo (Cerastoderma edule),
da améijoa boa (Ruditapes decussatus), do choco (Sepia officianalis), do caranguejo
(Carcinus maenas) e da solha (Solea senegalensis) [4,26].

Além das diferentes pressdes exercidas em cada uma das margens do estuario existem
outras diferencas, principalmente ao nivel da hidrodindmica. Na margem norte existe uma
maior acumulacao de sedimentos porque nesta margem a hidrodindmica é reduzida, o que faz
com os contaminantes também permanecam nessa area. Contrariamente, na margem sul existe
elevado hidrodinamismo devido as marés que fazem a &gua circular [26]. Quando existem
contaminantes no estuario, mais especificamente nos sedimentos e na coluna de agua, os
organismos marinhos ai presentes podem absorve-los. Essa absor¢do vai depender tanto do
contaminante como dos fatores bidticos e abidticos. Para avaliar esta contaminacdo a
biomonitorizacdo de exposicdo aos contaminantes presentes na agua € um método utilizado
para complementar as analises quimicas [26].

A exposicdo a que 0s organismos aquaticos se encontram sujeitos, pode constituir um
risco ecoldgico, dado que esta exposicdo pode ter como consequéncia varios efeitos
bioldgicos. Além disso, pode constituir também um grave risco para a salude humana, pois
muitos desses organismos aquaticos fazem parte da cadeia alimentar como, por exemplo,
diversas espécies de peixes, cefalopodes, entre outras. Estes factos, reforcam a ideia de que é
necessaria a aplicacdo de uma politica de gestdo de conservacdo e protecdo do estudrio e,
consequentemente, de todas as espécies nele presente, sendo algumas emblematicas por s6
existirem ali, como é exemplo a populacdo de golfinhos (Tursiops truncatus) residentes neste
estuario, que viu a sua populacdo ser reduzida, existindo presentemente cerca de 30 animais
[25,26]. Devido a grande importancia econdémica que este estuario possui, existe um esfor¢o
para se estabelecerem estratégias para a avaliacdo de risco dos contaminantes do estuério,
tanto ao nivel ecologico como ao nivel da sadde humana, que incluem a analise de
contaminantes e da sua toxicidade em organismos aquaticos, e 0 seu impacto na saude
humana [26].



Efeitos adversos de contaminantes estuarinos em células humanas: avaliagdo da genotoxicidade e
desregulacédo enddcrina

2.2.  Contaminacéo do Estuério do Sado e efeitos bioldgicos

Estudos recentes realizados neste estuario demonstraram que na ultima década houve
um aumento significativo da poluicdo nesta regido, o que é suportado e confirmado pelo
aumento da eutrofizacdo, dos niveis de nitratos, pesticidas, metais pesados, entre outros [25].
Em estudos anteriores feitos no Estuario do Sado ja foram encontrados varios metais com
concentragOes altas e preocupantes, como o cadmio (Cd), o cobre (Cu) e o zinco (Zn).
Observou-se também que o0s metais estudados apresentam uma distribuicao espacial idéntica,
sobretudo no que diz respeito as areas de sedimentacdo. Além de metais foram também
encontrados outros contaminantes como HAPs, PCBs e pesticidas [4,27]. ldentificou-se
também que a distribuicdo espacial de diferentes metais se revelou semelhante e,
principalmente, perto de fontes antropogénicas, nomeadamente, a norte do canal onde se
encontram as descargas provenientes da cidade de Setbal. Estes mesmos locais possuem uma
associacao direta com altas cargas organicas [4,27]. Também a distribuicdo espacial dos
compostos com potencial de desregulacdo enddcrina revelou um padréo diferente entre areas
de reserva natural e areas industrializadas, existindo estrogénios naturais e de origem
farmacéutica na area que nao pertence a reserva, confirmando a alta contaminacao de fonte
antropogénica em certas zonas do estuario. Contudo, é preciso ter-se em conta todo o
hidrodinamismo presente no estuario, que pode levar 0s contaminantes a depositarem-se
preferencialmente numa zona [25]. Além disso, existem estudos que sugerem uma possivel
variacdo sazonal dos diferentes desreguladores endocrinos, pois aparentemente existem
alguns mais abundantes no verdo e outros no inverno [25]. Apesar de diversos estudos
revelarem a presenca de desreguladores enddcrinos estes, individualmente, ndo parecem
representar um elevado risco para a saude humana e publica, visto que nenhum deles foi
encontrado em niveis perigosos. Contudo, quando estes se encontram em conjunto, a sua acdo
passa a exercer um maior risco na saude publica [25].

Devido as razBes acima mencionadas € importante que os sedimentos deste estuario
possuam uma caraterizacdo quanto ao seu indice de contaminacdo, o que foi realizado
recentemente, através da comparacdo dos valores de concentracdo obtidos dos diversos
compostos presentes nos sedimentos com os valores-guia utilizados para o célculo do indice
de risco ecoldgico (SQG-Q — Sediment quality guideline quocient) associado a este estuario.
Os valores-guia utilizados para este calculo foram desenvolvidos por Long e Macdonald [28]
e sdo os seguintes: TEL (Therhold Effect Level) e o PEL (Probable Effect Level). O TEL
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carateriza a concentracdo abaixo da qual ndo sdo esperados efeitos adversos ou estes sdo
muito raros para 0S organismos aquaticos presentes no estudrio. Contrariamente o PEL
representa a concentracdo acima da qual sdo esperados efeitos adversos para estes mesmos
organismos. Na Tabela 1 apresentam-se 0s contaminantes metalicos encontrados no Estuario
de maior relevancia e os seus valores de concentragdo minima e maxima, nesta mesma tabela
estes podem ser comparados com os valores-guia, revelando que os contaminantes Cd, Cu e
Zn se encontram acima do valor de PEL e consequentemente podem provocar efeitos

adversos no ecossistema estuarino [29].

Tabela 1 — Concentra¢gbes minima e maxima de contaminantes metélicos em sedimentos
recolhidos no Estuario do Sado [Adaptado de 30]

Contaminantes metalicos (1g/g)

Concentracao Cd Cu Cr Zn Pb As SQG-Q
Min 0,4 15 1,3 6,4 3,5 2,4 0,04
Max 6,4* 191* 44 507* 69 37 1,08
TEL 0,68 18,7 52,3 124 30,2 7,24

PEL 4,21 108 160 271 112 41,6

TEL — Threshold effect level; PEL — Probable effect level; SQG-Q — Sediment quality guideline
quotient. Os valores de TEL e PEL foram obtidos de Pinto (2011) [30]. O célculo do indice de
SQG-Q encontra-se de acordo com Long and Macdonald (1998) [28]. » Concentra¢do acima do
PEL.

O indice de risco ecoldgico, calculado com os valores obtidos nos contaminantes
metélicos deste estuario, revela um valor maximo de 1.08, o que segundo Carreira (2011) [29]
possui um potencial moderado para provocar efeitos adversos. Além dos contaminantes
metalicos, também ja foi estudada a presenca de contaminantes organicos no Estuario do Sado
(Tabela 2) sdo diversos. Alguns destes contaminantes encontram-se acima do valor de TEL, o
que demonstra que possuem o potencial de provocar efeitos adversos nos organismos Vvivos

do estuario apesar de serem raros.
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Tabela 2 — ConcentragBes minima e maxima de contaminantes organicos em sedimentos
recolhidos no Estuario do Sado [Adaptado de 30]

Concentracao
Contaminantes Min Max TEL PEL
organicos

Acenaftileno 0,79 2,38 5,87 128
Acenafteno 0,73 12,25* 6,71 88,9
Fluoreno 1,19 15,33 21,2 144
Fenantreno 10,28 63,87 86,7 544
Antracina 2,3 21 46,9 245
Fluoranteno 23,34 345,24* 113 1494
Pireno 21,51 286,33* 153 1398
Benzo[a]antraceno 3,7 93,99* 74,8 693
Criseno 2,35 46,68 108 846
Benzo[a]pireno 5,42 126,76* 88,8 763
Dibenzo[a,h]antraceno 0,66 13,93* 6,22 135
tPCB 0,8 11,97 21,6 189
pp'DDT 0 1,22* 1,19 4,77

SQG-Q 0,027 0,118

TEL — Threshold effect level; PEL — Probable effect level; SQG-Q — Sediment quality guideline
quotient. Os valores de TEL e PEL foram obtidos de Pinto (2011) [30]. O calculo do indice de
SQG-Q encontra-se de acordo com Long and Macdonald (1998) [28]. ~ Concentracdo acima do
TEL.

O indice de risco ecoldgico calculado com os valores obtidos nos contaminantes
metélicos deste estuario, revelam um SQG-Q maximo de 0.118, que segundo Carreira (2011)
[29] possui um potencial moderado para provocar efeitos adversos. A avaliagdo feita a
qualidade dos sedimentos do Estuario do Sado revelou um indice SQG-Q Total maximo de
0.338, 0 que confere um risco moderado para este estuario, como ja se previa, devido aos
dados obtidos em estudos anteriores (Tabela 3) [29,30,31].

Além de todos estes estudos, existem outros que focam aspetos mais especificos, tais
como estudos centrados em biomarcadores histopatoldgicos que demonstraram que 0s peixes
expostos a sedimentos do estuario apresentaram lesbes hepaticas [32, 33]. Por outro lado,
estudos de genotoxicidade mostraram que as especies aquaticas, nomeadamente, a solha
(Solea senegalensis), quando exposta aos sedimentos do estuario sofre danos genotoxicos
[1,26]. A toxicidade dos contaminantes dos sedimentos pode ser também influenciada por
eventuais interacdes, sinérgicas ou antagonistas resultantes da existéncia de uma complexa
mistura de contaminantes, como todos o0s bioensaios realizados anteriormente neste estuario o
comprovam [31].
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Tabela 3 — Valores de indices (SQG-Q), atribuidos a sedimentos do Estuario do Sado, apresentados por
diferentes classes de contaminantes [Adaptado de 30]

SQG-Q
Concentragdo |SQG-Q SQG-Q 3SQG-Q 3SQG-Q SQG- |SQG-Q
Metais DDT's PAH's PCB's Q TOTAL
Org.
Min 0,04 0,078 0,0089 0,0042 0,027 0,025
Max 1,08 0,103 0,119 0,063 0,118 0,338

SQG-Q — Sediment quality guideline quotient

Face ao exposto, torna-se cada vez mais importante realizarem-se estudos de ambito de
caraterizacdo do estuario, contribuindo para uma melhor avaliacdo, uma vez que quanto mais
dados sobre os contaminantes existentes nos sedimentos e os efeitos que esses provocam na

salde publica, melhor pode ser prevencao para minorar 0 Seu risco.

3. Desregulacéo enddcrina

Nas ultimas décadas, um dos principais desenvolvimentos em termos de salde
ambiental passou pelo conhecimento de que existem substancias quimicas no ambiente que
tém a capacidade de interagir com recetores hormonais [34]. Devido a essa percecéo, existe
um grande interesse nos efeitos causados por essas substancias [23]. Além do interesse nos
seus efeitos, os ambientalistas estdo também interessados nestas substancias porque a maior
parte delas estdo incluidas na lista dos contaminantes organicos persistentes no meio
ambiente, como é o caso de alguns pesticidas organoclorados, dioxinas e bifenilos
policlorados [35]. Este é um dos problemas ambientais de caracter mais urgente a ser

enfrentado pela toxicologia ambiental [36].

3.1.  Desreguladores enddcrinos

Os desreguladores endocrinos sdo descritos como substancias exdgenas que alteram a
funcdo do sistema endocrino e que podem causar efeitos adversos para a salde num
organismo intacto ou nos seus descendentes [37]. Estas substancias tém a capacidade de
imitar, modular ou bloquear a sintese de hormonas ou de libertar, metabolizar, transportar,
ligar, ou eliminar hormonas naturais, [37] como estrogénios e androgénios [19]. Uma vez que
elas sdo capazes de modular a sintese de estrogénio vdo regular também as suas vias de
circulacdo, dado que tém a capacidade de aumentar ou diminuir a concentracdo deste

composto [20]. Estes desreguladores podem também, temporariamente ou permanentemente,
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alterar o feedback no cérebro, nomeadamente na hipofise, na tirdide, e nas génadas [19]. Os
estrogénios naturais sdo muito importantes porque promovem a hipertrofia dos 6rgdos sexuais
secundarios das fémeas, proliferacdo das células e também porque induzem a sintese de
proteinas especificas; estas fungbes podem ser afetadas pelos desreguladores endocrinos.
Devido a diversidade de acGes bioldgicas, as estratégias de monitorizacdo destes compostos
passam por uma diversificada bateria de testes [38]. Além da associacdo direta ao sistema
enddcrino, estes sdo também compostos lipofilicos, bioacumulaveis, persistentes no meio
ambiente e com uma baixa pressdo de vapor sendo, devido a todas estas caracteristicas, de
facil disperséo e difusdo no meio ambiente [11]. A sua omnipresenca no meio ambiente deve-
se a sua utilizacdo em vérias aplicacdes no dia-a-dia. Contudo, a espécie humana ndo é a
Unica espécie afectada, sendo que outros organismos vertebrados véem também afetadas as
suas funcbes enddcrinas, pois possuem recetores de estrogénio com uma estrutura muito
semelhante aos recetores das células humanas [39]. Algumas das carateristicas de substancias
ja conhecidas como desreguladores enddcrinos podem ser observadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Caraterizacdo de algumas substancias classificadas com desreguladores enddcrinos [40]

Retardantes de chama

Sa0 substancias guimicas utilizadas com o intuito

Alimentos (leite e derivados, peixes)

Composto quimico 0 que sio Meios de exposigdo Mecanismo de agio
Dioxinas 530 subprodutos de processos industriais, devido  Alimentos (leite e derivados, peixes  Alterago no metabolismo dos
4 combustdo incompleta de compostos organicos.  efc.) horménios esteroides
Incineradores que processam lixo municipal, residuo  Meio ambiente Efeitos neuroenddcrinos,
industrial ou material hospitalar, termoelétrica a incluindo a tireoide
carvéo, fabricas de papel e celulose, fumaga de
veiculos automotores, cigarro, fornos de produgio
de cimento e fundi¢ao de chumbo sao fontes de
produgdo desse composto. Processos naturais,
como erupgdes vulcanicas e queimadas florestais,
530 outras fontes desses produtos
Pesticidas Sao substancias ou mistura de substancias Alimentos (principalmente vegetais)  Inibidor da sintese dos horménios
utilizadas na produgdo, colheita ou no armazena- Meio ambiente esteroides
mento de alimentos, capazes de prevenir, destruir  Areas agricolas Efeitos no eixo hipotslamo-
ou combater espécies indesejaveis que, de alguma hipofisario-gonadal
maneira, possam interferir na produgio, processa-
mento, armazenamento, transporte e estocagem de
alimentos, produtos agricolas em geral, madeira e
produtos derivados de madeira
Alquilfendis Sao substancias presentes em antioxidantes, poli-  Detergentes Agonista estrogénico (receptor
estireno modificado, surfactantes e PVC Frutos do mar estrogénico alfa)
Produtos industrializados
Bisfenal A Composto utilizado na fabricago de plasticos Alimentos Agonista estrogénico (receptor
policarbonatos e epdxi de resina, presente naresina  Plasticos em contato com a comida  estrogénico alfa)
do formo de latas de alimento e bebida, e na com- Produtos industrializados (aditivos
posigdo de material odontoldgico selante plasticos, selantes dentarios etc.)
Ftalatos Ftalatos sdo substancias usadas para dar flexibili- ~ Alimentos Agonistas do receptor de
dade e durabilidade ao PVC Cosméticos Pregnano
Brinquedos Biossintese dos esteroides
Material médico-hospitalar sexuais
Roupas

Alteragdo da homeostase dos

bromado de diminuir o risco de incéndio ou minimizar o Meio ambiente horménios esteroides e tireoidi-
dano causado por ignigdo. Sdo relativamente Equipamentos eletronicos anos
persistentes, lipofilicos, com tendéncia 4 bioacu-
mulagdo

Parabenos Sao compostos utilizados como conservantes anti-  Cosméticos Agonista estrogénico (receptor
microbianos em produtos alimenticios, farmacéuti-  Conservantes farmac@uticos estrogénico alfa e beta)

cos e cosméticos
Metais pesados Agonista estrogénico (receptor

estrogénico alfa)

Alimentos (alimentos refinados, como
farinha, armoz, agtcar e frutos do mar)
Cigarros

Os metais pesados compreendem aqueles elemen-
tos cuja densidade excede 5 g/cm®. Os meios
anuaticos também s&o depdsitos de uma variedade
de metais pesados e isso ocomre naturalments por
meio de processos geoquimicos e intemperismo

Fitoestrégenos Fitoestrogenos sdo compostos derivados de plantas  Alimentos (vegetais e dleo de soja) Modulador seletivo do receptor
com estrutura quimica e atividade hormonal semel-  Cosméticos estrogénico, alta afinidade com o
hante ao estradiol receptor estrogénico beta

Protetores contra a luz UV Substancias que possuem estabilidade & luz UV Protetor solar Agonista estrogénico (receptor

Cosméticos estrogénico alfa)

PVC: policloroto de vinila; UV: ultraviolota.

3.2.

A exposicdo aos desreguladores enddcrinos pode ocorrer sobre varias formas, entre elas

Vias de exposi¢do humana

por contacto direto em casa e no local de trabalho ou, indiretamente, através da ingestdo de
agua, ar ou alimentos contaminados. Sendo a alimentacdo a maior via de exposicdo a estes
contaminantes, atingindo 90% dos casos, estes compostos sdo absorvidos principalmente por
via digestiva [8, 11]. A sua persisténcia na cadeia alimentar acontece, porque estes compostos
apresentam uma grande afinidade para os lipidos o que faz com que estes sejam
bioacumulados no tecido adiposo das espécies aquaticas expostas [37].

Além disso, a exposicdo pode também dever-se a pesticidas residuais muitas vezes
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acumulados em vegetais e frutas. Podem também existir vestigios destas substancias em

produtos de higiene, tais como, cremes, géis de banho, entre outros [11].

3.3.  Atuacdo a nivel do organismo

Os desreguladores enddcrinos comegam a ter uma grande énfase em estudos ambientais,
principalmente devido as caracteristicas que lhes permitem interagir com o0s recetores
estrogenicos humanos [41], como o recetor alfa (hERa) [39], 0 vai que interferir com o
sistema endocrino [41]. Este sistema é muito importante, dado que é uma das formas de
controlo e coordenacdo da funcdo do corpo e possui fungdes muito importantes como a
maturacdo sexual durante a puberdade, a reproducdo na idade adulta, a diferenciacdo sexual
antes do nascimento, entre outras funcGes. Dai a maioria dos exemplos de efeitos de
desregulacdo endocrina se verificarem mais ao nivel de anomalias no sistema reprodutivo,
podendo, no entanto, apresentar outros efeitos mais generalizados [42].

Devido a importancia e complexidade do sistema enddcrino, existem muitos
mecanismos com 0s quais estes compostos podem interagir e interferir. Entre eles podemos
destacar os efeitos antagonicos de hormonas naturais que provocam o bloqueio da ligacédo
hormonal, pela ligacdo de hormonas naturais aos receptores hormonais através de processos
de mimetizacdo, pela interferéncia no transporte, producéo e eliminacdo de hormonas e ainda
por outros mecanismos que ndo envolvem vias hormonais, mas sim outras vias ainda nao
estudadas [43].

Um exemplo de um desses mecanismos que pode levar a alteracdo da funcdo enddcrina
é a ligacdo de uma dada substancia a recetores hormonais do sistema endocrino, o que vai
alterar a transcricdo do ARN mensageiro. Apesar do mecanismo exato destes compostos ainda
ndo ser totalmente conhecido, pensa-se que estes contribuem para a modificacdo epigenética o
que resulta numa alteracdo da expressdo génica [19,40].

A grande dificuldade no estudo destes mecanismos passa pela possibilidade de
existéncia de acOes simultdneas de varios desreguladores enddcrinos e ainda pela
complexidade das amostras ambientais, dado que estas podem possuir mais que um

desregulador enddcrino a atuar em paralelo [35].
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hormonas encaixam
nos recetores e
transmitem sinais as
células

@,

desreguladores
enddcrinos substituem
as hormonas
transmitindo diferentes
sinais a estas

@,

desreguladores atuam
também como
blogueadores,
impedindo a ligagdo
das hormonas aos
recetores

Desregulador Recetor

Hormonas o e
endocrino especifico

Figura 2 — Mecanismo de atuacdo dos desreguladores enddcrinos [Adaptado de 43]

3.4.  Efeitos nos animais e no ser humano

Inicialmente a influéncia adversa dos desreguladores enddcrinos sobre o sistema
reprodutivo foi comprovada em estudos com animais selvagens e, s6 mais recentemente, isso
foi verificado em estudos in vitro. No ser humano, o estudo desses efeitos sdo ainda mais
limitados, sendo este passo muito importante para o conhecimento de alguns mecanismos
envolventes da desregulacdo enddcrina [19].

Existem ja relatos e estudos que indicam que a exposicao a estas substancias no periodo
perinatal da gravidez pode influenciar fortemente o desenvolvimento de cancro em periodos

posteriores. Existe também uma associacdo entre os niveis de estrogénio e o cancro da mama
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e testicular, encontrados em criangas de mulheres que em algum momento da sua vida
sofreram algum tipo de exposi¢do [44]. Além disto, existem outros estudos que indicam que
no ser humano existe ainda a diminuicdo da qualidade e quantidade de esperma, o aumento
das taxas de aborto e de infertilidade, o que demonstra a importancia deste tipo de exposicao
para o desenvolvimento e reprodugdo humana [45]. Com os estudos feitos neste ambito
confirma-se entdo que ap0s uma exposicdo a estes compostos existem alteracfes a nivel
reprodutor, podendo estas ser mais ou menos graves consoante o periodo do desenvolvimento
em gue se da essa exposicdo. De facto, se a exposicéo for no inicio do desenvolvimento pode
provocar alteracfes nos proprios processos de desenvolvimento, enquanto se for num estadio
de desenvolvimento mais avancado pode apenas interferir na normalidade reprodutiva, ou
apenas afetar a descendéncia [46].

Estudos feitos em animais, como peixes, aves ou répteis, (Tabela 5) retratam alguns dos
efeitos que sdo atribuidos aos desreguladores enddcrinos. Esses animais sdo bons objetos de
estudo uma vez que facilmente se medem os niveis de vitelogenina no sangue. Este facto é
importante pois dados de varios estudos mostram gque 0S organismos respondem a exposicao
ao estrogénio com a inducdo da sintese de vitelogenina, sendo isto mais dificil de verificar nas
fémeas pois estas ja possuem niveis mais elevados desta proteina, pois pdem ovos, sendo esta
uma das limitacBes destes estudos. Além da alteracdo nesta proteina, existem relatos de
feminizacdo de peixes machos, inducdo do hermafroditismo e declinio da reproducdo. Uma
outra limitacdo nos estudos feitos em animais € a comparacdo entre os biomarcadores, pois
ndo existem marcadores comparaveis, sendo uma alternativa para superar este problema o uso
do teste E-screen [11, 45].
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Tabela 5 — Alguns efeitos provocados por desreguladores endocrinos em diversas espécies de animais
[Adaptado de 11]

Espécie |Efeitos Contaminantes associados aos efeitos
Peixe Feminizagéo de peixes Efluentes de ETE

17-B-estradiol

4-tert-pentilfenol

Nonilfenol, octilfenol e butilfenol
Declinio na reprodugéo Efluentes de ETE

17-B-estradiol

170-etinilestradiol

Bisfenol A e DEHP (ftalato)
Nonilfenol, octilfenol e butilfenol
Inducdo da sintese de VTG Efluentes de ETE

Estrona

17-B-estradiol

17a-etinilestradiol

Nonilfenol, octilfenol e butilfenol

DES
HAP, mercurio, chumbo e cadmio
Alteragdo nas gonadas 17-B-estradiol
Hermafroditismo 17-B-estradiol
Mortalidade elevada dos descendentes 17-B-estradiol
Nonilfenol, octilfenol e butilfenol
Disturbios na sintese de cortisol Cadmio, mercurio e zinco
Inibi¢do do crescimento testicular Estrona
17-B-estradiol
Mexilhdo |Inducdo a sintese de VTG Efluentes de ETE
Anomalias no crescimento da concha Efluentes de ETE
Tartaruga |Inducdo a sintese de VTG no sangue 17-B-estradiol
AlteracOes na producao de ovos 17-B-estradiol
Anfibio  |Indugdo a sintese de VTG no sangue Efluentes de ETE
Hermafroditismo Efluentes de ETE
Anomalias no sistema reprodutivo Herbicida
Declinio da populacéo Herbicida
Réptil Concentra¢des anormais de hormonas sexuais DDE e DDT
Anomalias morfolégicas nas gonadas DDE e DDT
Ave Diminuigdo da fertilidade Pesticidas
Mamifero |Anomalias no sistema reprodutivo de ratos DDT
Bisfenol A
Alta mortalidade de golfinhos PCB

Apesar de ja serem conhecidos alguns efeitos adversos dessas substancias, ndo existe
hoje em dia muita informac&o acerca do seu uso comercial. Isto acontece porque a maioria
dos produtos quimicos utilizados na inddstria ndo foram testados para a sua capacidade de
interferéncia no sistema enddcrino. No entanto, existe ja uma lei que data de 1996 que visa
proteger a qualidade dos alimentos e que inclui um teste avancado para verificar o potencial
de produtos quimicos como desreguladores endocrinos. O estudo dos efeitos dos

desreguladores enddcrinos na saude humana sdo muito recentes, o que significa que esta
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pesquisa ainda se encontra nos seus estagios iniciais e ndo existem ainda muitas conclusdes
acerca disso [19]. Contrariamente os estudos em animais apresentam resultados laboratoriais

particularmente consistentes quando a exposic¢do inclui estrogénios ambientais [44].

3.5. Métodos de avaliacao das propriedades dos desreguladores endécrinos

Com vérias formas de exposi¢cdo e com a diversidade de substancias a agir em conjunto,
a avaliacdo epidemioldgica da desregulacdo endocrina € complicada e € largamente
desconhecida atualmente. No entanto, j& existem alguns estudos desenvolvidos e
aperfeicoados por varios grupos de investigadores em paises como os EUA, Espanha e
Dinamarca [45]. Além disso, 0 estudo destas substancias apresenta outra dificuldade que
passa pela falta de sinais claros da exposicao a estes desreguladores, que muitas vezes séo
subtis e podem sofrer atrasos no individuo exposto, manifestando-se apenas nas geracdes
subsequentes [19].

Com a grande variedade de compostos normalmente encontrados numa mesma amostra,
a analise quimica e bioldgica torna-se insuficiente para a determinacdo desses compostos na
sua totalidade. Diante disso, os bioensaios in vitro que se baseiam na interacdo entre 0s
recetores de estrogénio e os desreguladores enddcrinos para determinar o valor total de
atividade estrogénica das amostras em estudo, sdo extremamente Uteis, sendo um exemplo
disso o ensaio E-screen utilizado neste trabalho [39]. Este tipo de estudos podem também ser
feitos em animais, como por exemplo ratinhos, mas nesse caso existem varias limita¢fes. De
modo a evitar essas limitacdes que existem nos ensaios in vivo comecaram a ser utilizados
bioensaios utilizando culturas de células [45]. As células derivadas de tecido mamario sdo as
mais apropriadas para este tipo de estudos porque tém receptores de estrogénio [3, 47, 48].
Um exemplo de uma linha celular recomendada para estes estudos nestes testes € a MCF-7
que ird ser usada no presente trabalho [47].

Em suma, parece que mesmo em doses baixas essas substancias, de origem natural ou
sintética, encontradas no meio ambiente, podem alterar a funcdo endocrina o que tem gerado
uma grande preocupacdo. Para além disso, existem outras questfes muito pertinentes, tais
como: quais 0s compostos e respetivas concentragfes que se encontram associados aos efeitos
considerados toxicos; se atualmente no meio ambiente existem esses compostos e em que
concentracdes podem ser consideradas um risco para a saude humana e ambiental; se existe

alguma concentracdo desses compostos considerada segura, entre outras. Todo este tipo de
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preocupacOes devem-se sobretudo aos efeitos adversos que estas substancias podem ter,
nomeadamente, no desenvolvimento das criancas e durante todo o ciclo de vida, dado que
estas podem alterar a funcdo reprodutiva, o desenvolvimento sexual, aumentar o risco de
cancro e ainda reduzir a inteligéncia [11, 19].

O ensaio utilizado neste trabalho para avaliar a desregulagdo enddcrina dos sedimentos
do estuério do Sado é o E-screen, que se baseia na medicdo da atividade estrogénica usando
um recetor de estrogénio presente em células de carcinoma mamario humano (células MCF-
7). O ensaio vai estar diretamente dependente do aumento da taxa de proliferacdo celular
induzida pela amostra a testar quando comparada com uma amostra de controlo sem
hormonas [41]. Neste ensaio sdo utilizados controlos positivos, um deles é o 17-B-estradiol,
cujo seu padrdo de proliferacdo celular pode ser observado na Figura 3, e que vai servir de

referéncia para o ensaio [49].

178-Estradiol
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Figura 3 — Padrédo da proliferacdo das células quando expostas ao composto 17-B-estradiol [49]

4. Avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade

A exposicdo a substancias toxicas para 0 organismo, como certos contaminantes, pode
ser diretamente associada a morte celular, quer por apoptose quer por necrose, revelando
assim propriedades citotoxicas. Além do potencial citotdxico, 0s contaminantes podem
também possuir um potencial genotdxico que se carateriza através de métodos que avaliam
lesbes ao nivel do genoma [3,48]. Como muitos dos contaminantes podem eles mesmo ser
genotoxicos ou produzir metabolitos genotdxicos, as células do figado sdo as preferenciais
para estudar esses efeitos, dado que o figado é o 6rgdo chave na biotransformacdo de
xenobidticos [3, 47, 48].
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4.1.  Avaliacao de citotoxicidade
4.1.1. Ensaios gerais

Os ensaios de citotoxicidade avaliam o potencial citotoxico das amostras testadas,
pondo as amostras em contato com as células. Essa avaliacdo pode ser feita através, por
exemplo, de alteragdes no processo de divisao celular sobre as células que estéo a ser testadas,
através do indice mitotico [50, 51]. Existem vérios ensaios de citotoxicidade como por
exemplo o ensaio de coloracdo com o azul de tripano ou o ensaio de conteldo de acidos
nucleicos, sendo os mais usuais, 0 ensaio de metilo de tetrazélio (MTT) e 0 ensaio do
vermelho neutro (VN). Estes sdo muito utilizados nos estudos de toxicologia in vitro com 0
objetivo de avaliar a viabilidade celular apds a exposi¢do a certas substancias potencialmente
toxicas, sendo este o parametro mais usado para a avaliacdo da citotoxicidade [51, 52,53].

Existem estudos de citotoxicidade onde se utilizam, paralelamente varios métodos para
avaliar a proliferagéo celular, como por exemplo o MTT, o VN e o cristal de violeta que
podem ser muito Uteis para avaliar a citotoxicidade de amostras que contém diversos
compostos, com mecanismos de acdo diferentes. Outros estudos utilizam o VN e o amino
black, que avaliam a viabilidade e o crescimento celular respetivamente, como combinacéo de
dois métodos no mesmo ensaio, dando origem aos resultados simultaneamente [54]. Para
além dos ensaios que utilizam os corantes, existem outros tipos de ensaios citotoxicos que
recorrem a outros métodos. Exemplo disso sdo os ensaios que medem a atividade metabdlica
das células, uma vez que se existirem danos nas células vai haver uma reducdo do
metabolismo das células. Estes ensaios baseiam-se na medida da atividade mitocondrial ou do
ATP presente nas células [55].

Os testes de citotoxicidade in vitro podem também ser utilizados para a avaliagcdo da
biocompatibilidade de qualquer material para uso biomédico, ou nas areas da farmacéutica
[56]. O desenvolvimento dos ensaios de citotoxicidade in vitro tem sido muito impulsionado
pela necessidade de avaliar o potencial citotoxico de um grande nimero de compostos
utilizando-se pequenas quantidades destes mesmos compostos e também de modo a limitar a

experimentacdo animal para esta avaliagéo [55].
4.1.2. Ensaio do Vermelho Neutro

Este ensaio € considerado um teste in vitro eficiente, com as vantagens deste ser um

ensaio reprodutivel, de custo baixo e eficaz para selecionar substancias que possuem um
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potencial para toxicidade [56]. O VN, utilizado neste trabalho, é um corante vital, que
atravessa a membrana celular por difusdo ndo indénica devido a sua solubilidade em &gua,
aglomerando-se posteriormente nos lisossomas, através do estabelecimento de ligacOes
eletrostaticas hidrofobicas com a matriz destes, devido ao seu conteudo acido. Células mortas
ou invidveis tém uma reducdo da incorporacdo deste corante resultante das lesbes nas
membranas, sendo deste modo possivel distinguir os dois tipos de células. A distingdo do tipo
de células, entre células vivas ou células mortas, é realizada através da medicdo da

intensidade da coloracdo final das células viaveis [52, 57,58].

4.2.  Avaliacdo de genotoxicidade
4.2.1. Ensaios gerais

Os estudos ambientais mais recentes incluem frequentemente a avaliacdo da
genotoxicidade devido as suas implicacdes ao nivel ecotoxicoldgico [59]. Os agentes
genotdxicos sdo substancias que possuem a capacidade de interagir com o ADN podendo
desta forma provocar modificacbes nas suas funcGes ou na sua estrutura, sendo alguns
exemplos disso a capacidade de inducdo da formacdo de micronucleos, de aberracdes
cromossomicas. Estes agentes podem ainda também inibir a proliferagdo celular através da
inducdo de mecanismos de apoptose celular com resposta as lesdes provocadas no ADN. As
modificacOes, que estes agentes provocam, podem perpetuar-se no ADN e ser transmitidas as
geracOes seguintes e quando isso acontece estas passam a ser designadas de mutacdes. Apesar
disso, algumas destas modificacdes sdo importantes para a subsisténcia de diversas espécies
uma vez que sdo fonte de variabilidade genética. Contudo, essas modificagcdes podem originar
doencas quer nos individuos onde se geram, quer nos seus descendentes resultando assim,
respetivamente, em doencas de célula somaticas como o cancro. Um exemplo de como essas
modificagdes podem influenciar na formacdo de um cancro acontece quando as mutagdes
atingem genes supressores de tumores, ou genes que se encontram diretamente envolvidos na
reparacdo do ADN e na inducdo de apoptose, existindo uma acumulacdo de mutacdes e
consequentemente uma grande instabilidade genémica, que podera contribuir para o primeiro
processo cancerigeno [53,59,60,61].

As substancias que provocam estes efeitos genotoxicos encontram-se dispostas e
disponiveis nos diversos ecossistemas existentes, como 0 ecossistema aquatico, aéreo e

terrestre [61]. Os diferentes testes de genotoxicidade tém como objetivo principal a avaliacdo

20



Efeitos adversos de contaminantes estuarinos em células humanas: avaliagdo da genotoxicidade e
desregulacédo enddcrina

do potencial de inducdo de mutacBes nas células quando estas sdo expostas a certos
compostos quimicos. Para esse efeito sdo utilizados diversos testes como o ensaio do Cometa
sdo muito utilizados para detetar os efeitos dos poluentes genotoxicos nas células apos a sua
exposicao [59]. Sdo também utilizados métodos citogenéticos, como por exemplo a anélise de
micronucleos, com este mesmo fim. Estes métodos sdo simples e podem ser realizados com
amostras de tecidos ou 6rgdos de organismos a serem avaliados. Quando os estudos sdo feitos
in vitro utilizam-se culturas celulares para expor as células ao composto que se pretende

avaliar [61].

4.2.2. Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa foi descrito pela primeira vez em 1984 por Ostiing & Johanson [60]
e possibilitava apenas a avaliacdo de quebras nas cadeias duplas no nucleo das células. Mais
tarde em 1988, Singh e colaboradores [62] através de uma modificacdo da técnica
possibilitaram além da avaliagdo das quebras de cadeias duplas a avaliacdo das de cadeias
simples [63]. A designacdo deste ensaio é devido a aparéncia que as células tomam apés a
corrida eletroforética, pois quando se ddo quebras no ADN, devido a acdo de compostos
genotoxicos, existe um relaxamento na estrutura da cromatina que se apresenta menos
enrolada e compacta. Por isso, quando as células sdo submetidas ao campo elétrico existe uma
migracdo dos fragmentos em direcdo ao anodo, ou seja, as células que possuem o ADN
intacto ostentam um nucleo redondo, contrariamente as células com quebras no ADN, sejam
estas simples ou multiplas. Esses fragmentos migram entdo para fora do ndcleo, dando origem
a uma cauda, que da a célula a aparéncia de um cometa, podendo este ser maior ou menor
consoante 0 numero de quebras ocorridas [59,61,64]. De seguida, para a visualizacdo da
migracdo do ADN, semelhante a um cometa, apenas é necessaria a aplicacdo de corantes
especificos e de um microscopio de fluorescéncia [61].

O ensaio do cometa revela principalmente lesbes primarias no ADN, sobretudo quebras
simples e duplas, eventos de reparacdo incompletos e ainda ligacdes cruzadas intracatenarias.
Todas estas lesGes sdo induzidas por diversos compostos quimicos, como por exemplo
agentes oxidantes. Contudo, apesar de ser possivel quantificar as lesdes provocadas no ADN
ndo é possivel ainda identificar qual dos eventos é responsavel por essas mesmas lesdes [54].
As lesdes genéticas provocadas por agentes genotoxicos podem ser avaliadas através de

varios parametros do ensaio do cometa, sendo as mais comuns a avaliacdo da quantidade de
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ADN presente na cauda do cometa e o comprimento da cauda do cometa. Para esta avaliagéo
deve ter-se em conta que a capacidade de migragdo que o ADN possui encontra-se
diretamente relacionada com o tamanho das moléculas. Além disso, o tamanho da cauda na
fase inicial aumenta conforme a quantidade de lesdes provocadas no ADN. No entanto, a
migracdo méxima ndo sofre apenas a influéncia do tamanho dos fragmentos, mas também é
influenciada pelas condices da corrida eletroforética. E ainda de referir, que a quantidade de
lesGes que se verificam no ADN é uma das informacGes que pode ser retirada da comparacéao
entre a intensidade da fluorescéncia na cauda e a que se verifica no nicleo do cometa [61].
Apesar dos agentes genotdxicos poderem induzir mutacdes, este ensaio ndo é utilizado
com o objetivo de as detetar, mas sim com o objetivo de detetar lesdes induzidas no genoma,
sendo a grande diferenca entre elas o facto das lesdes no genoma poderem ser revertidas antes
de se converterem em mutacfes [53]. Este ensaio possui muitas vantagens tais como, a sua
sensibilidade para a detecdo de lesbes no ADN; a avaliagdo destas mesmas lesdes
isoladamente em cada célula, nomeadamente danos oxidativos e também da sua capacidade
de reparacéo; a utilizacdo de pequenas quantidades de células para uma grande quantidade de
dados, estejam estas células em proliferacdo ou ndo; a possibilidade de se poder utilizar
qualquer tipo de células eucaridticas; o seu baixo custo e ainda a sua simplicidade
[53,59,61,64]. O ensaio do Cometa ndo é somente utilizado neste ambito, ele pode também
ser utilizado em estudos de biomonitorizagdo ambiental e humana, de terapéutica e ainda em

estudos in vivo [53].

Em suma, estudos anteriores realizados no Estuario do Sado revelaram a quantidade de
contaminantes presentes nos seus sedimentos. Com isto tornou-se importante a avaliagdo
destes sedimentos e do seu risco potencial tanto para a populacdo como para 0 ecossistema
aquatico. Uma das grandes problematicas passa pelo facto destes contaminantes serem
bioacumulaveis tanto nas espécies de peixes que vivem no estuario tanto como nos produtos

hortofruticulas préximos do estuario, entrando desta forma na cadeia alimentar humana.
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OBJETIVOS

O presente trabalho esta inserido num projeto mais amplo, denominado “HERA -
Avaliacédo de risco ambiental de um ambiente estuarino contaminado: um estudo de caso” que
se propde por um lado avaliar os riscos ambientais, incluindo o risco ecoldgico e para a saude
humana, de um ambiente estuarino, e por outro fazer também uma anélise de uma populacao
préxima do estuario.

O presente estudo tem como objetivo geral contribuir para a avaliagdo do risco para a
salde humana decorrente do consumo de espécies aquaticas com um forte potencial de
contaminacdo por compostos que tém o potencial de provocar citotoxicidade, genotoxicidade
e desregulacdo enddcrina, no Estuério do Sado.

Os objetivos especificos foram os seguintes:

e Implementacdo de um método de analise das propriedades de desregulagdo
endocrina das amostras.
e Caraterizacdo das diferentes fragdes dos sedimentos do Estuério do Sado quanto

ao seu potencial citotdxico e genotdxico.
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MATERIAL E METODOS

1. Amostragem de sedimentos

As amostras de sedimentos em estudo (amostra P, C e A) foram colhidas em diferentes
zonas do estuario do rio Sado (Figura 4), no final do ano 2010 e durante o ano de 2011
(Tabela 6). Todas as amostras foram colhidas em locais submersos, e ap6s a sua colheita estas
foram homogeneizadas e transportadas ao abrigo da luz a 4°C. Ja no laboratério uma parte
das amostras foi mantida a 4°C para o estudo e outra parte foi congelada para estudos

posteriores.
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Figura 4 — Mapa do Estuario do Estuario do Sado e respetivas zonas de amostragem (P, C e A) [65]

Tabela 6 — Caraterizagdo ambiental e data de colheita das amostras

Amostra Caraterizacdo do local de colheita Data de colheita

P Perto das areas de indUstria pesada Junho 2011
Alto hidrodinamismo
Sedimento vasoso
C Mais distanciada de zonas contaminadas Outubro 2010
Hidrodinamismo superior
Sedimento arenoso
A Perto de zonas agricolas Maio 2011
(principalmente arrozais)
Baixo hidrodinamismo

Sedimento arenoso-vasoso
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2. Extracdo de contaminantes dos sedimentos

Cada uma das diferentes amostras de sedimento foi homogeneizada e foi removida uma
sub-amostra para o processo de extracdo. Todo o processo de extracdo de contaminantes foi
adaptado a partir de Srut e colaboradores (2011) [66] e todos os reagentes utilizados foram
adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Antes deste processo as amostras foram secas a
40°C durante uma semana, moidas e posteriormente pesadas 159 de sedimento seco de cada
uma das amostras. Foram utilizados varios solventes, de modo a separar 0s contaminantes em
diferentes fracdes consoante a sua polaridade. Os solventes de extracdo utilizados foram n-
hexano (Fracdo 2), o diclorometano (Fragdo 3) e o metanol (Fragdo 4).

A extracdo foi feita mecanicamente num agitador orbital, durante 30min, de modo a que
0s contaminantes fossem extraidos com o maximo de eficiéncia. Apds este periodo, a amostra
foi deixada a repousar e procedeu-se a decantacdo de modo a remover a fase movel ou
sobrenadante. Apds evaporacdo do solvente, os contaminantes foram recuperados em 1,5 ml
de DMSO para a realizacdo de ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e de desregulacédo
enddcrina em células. A concentracdo resultante do extrato € de 10 g de peso seco de
sedimento por ml DMSO. As concentracdes de extrato, usadas em ensaios celulares seréo
expressas como mg de sedimento equivalente (Seq) por ml de meio de cultura.

3. Cultura celular
3.1. Linha celular MCF-7

A linha celular MCF-7 (Figura 5) foi isolada a partir de uma mulher com um derrame
pleural metastatico e com cancro mamario ocorrido ap6s a menopausa [49]. E uma linha
celular que mantem diversas caracteristicas do epitélio mamario diferenciado, entre elas, a
capacidade de processar o estradiol via recetores de estrogénio citoplasmaticos [67].

Esta linha celular foi obtida a partir da American Type Cuture Collection (ATCC No.
HTB-22). Estas foram sub-cultivadas em meio DMEM com vermelho de fenol, este meio foi
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor (SFBi), 2% de tampé&o
HEPES e 1% de antibidticos penicilina/estreptomicina, a 37°C e em atmosfera hiumida com
5% de CO,. Todas estas solugbes mencionadas anteriormente foram adquiridas na empresa
Gibco-Invitrogen. Estas células foram destacadas quando atingiam um nivel entre 70 a 80%
de confluéncia utilizando para isso tripsina-EDTA (0,5%). Quando estas atingem este nivel de

confluéncia, sdo feitas diluicdes de 1:4 ou 1:6 para a sua manutencao.
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Figura 5 — Aspeto de culturas de células MCF-7 [68]

3.2. Linha celular HepG2

A linha celular HepG2 (Figura 6) foi isolada a partir de carcinoma hepatocelular bem
diferenciado de um rapaz caucasiano de 15 anos [69]. Estas células sdo de fécil
manuseamento e demonstram ser uma alternativa préatica para a avaliacdo da genotoxicidade,
dado que muitos compostos genotdxicos provocam danos indiretamente [70]. Isto é as HepG2
possuem caracteristicas de particular interesse, dado que muitos dos contaminantes presentes
nos sedimentos do estuario, requerem metabolizacdo para induzir qualquer tipo de efeito
genotoxico. Estudos anteriores que demonstram que estas células tém enzimas envolvidas na
biotransformacéo de agentes mutagénicos [71, 72].

Esta linha celular foi obtida através da American Type Cuture Collection (ATCC No.
HB-8065). Estas células foram mantidas e sub-cultivadas, em meio DMEM-F12 com L-
Glutamax, suplementado com tampao HEPES (25 mM), 15 % de soro fetal bovino inactivado
pelo calor (SFBI), 1 % de antibioticos penicilina/estreptomicina e 1,5 % de fungizona, a 37°C
e em atmosfera himida com 5% de CO,. Todas estas solugdes mencionadas anteriormente
foram adquiridas a Gibco-Invitrogen. Estas células foram destacadas quando atingiam um
nivel entre 70 a 80% de confluéncia utilizando para isso tripsina-EDTA (0,5%), e para sua
manutencéo sdo feitas diluigdes de 1:2.
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Figura 6 — Aspeto de culturas de células HepG2. A — menor confluéncia; B - maior confluéncia [68]

4. Ensaio E-screen

O ensaio descrito a seguir foi adaptado de Schiliro e colaboradores (2009) [19]. Todos
0s reagentes utilizados foram adquiridos a partir da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Neste
ensaio as células utilizadas sdo células MCF-7, que foram sub-cultivadas em placas de 24
pocos com uma densidade de 1x10* células/poco durante 24h. Apés esse periodo, 0 meio de
crescimento € substituido pelo meio de tratamento, que consiste em DMEM sem vermelho de
fenol, suplementado com 2% de L-Glutamina e 5% de Fetal Charcoal Serum-stripped. Como
controlo positivo utilizaram-se o 17-B-estradiol que foi reconstituido em etanol, mantido a -
20°C e o Bisfenol A que foi reconstituido em DMSO, mantido a 4°C. De referir que as 5
concentragdes de 17-B-estradiol foram escolhidas seguindo o protocolo de Korner e
colaboradores (1998) [49]. As células foram incubadas a 37°C e com 5% de CO; durante um
periodo de 5 dias, apds o qual elas foram coradas com o corante cristal de violeta a diferentes
concentragfes e lidas num espectrofotometro Multiskan Ascent (Thermo Labsystems) a
560nm. Apos este ensaio cada amostra que demonstrasse um efeito significativo na indugéo
da proliferacdo celular seria testada com o anti-estrogénico tamoxifeno.
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Para testar a coloragdo foram utilizados 4 protocolos diferentes de forma a determinar
qual o mais indicado para este ensaio e para as células MCF-7. O primeiro protocolo
(Protocolo 1) consistiu numa lavagem com tampéo fosfato salino (TFS) aquecido, de seguida
adicionou-se a solucéo de cristal de violeta a 0,2% incubando-se as placas durante 10 min, a
temperatura ambiente, seguidamente lavaram-se e secaram-se as placas, adicionou-se SDS e
durante 20 min agitaram-se as placas. Por fim estas foram lidas no espectrofotémetro.

No segundo protocolo (Protocolo 2) testado adicionou-se a solucéo de cristal de violeta
a 0,4% em metanol de forma a permitir a coloragéo e fixacdo simultaneamente, e incubaram-
se as placas durante 30 min. Apos esse periodo lavaram-se estas com TFS e adicionou-se a
solucdo de extracdo do corante (10% de acido acético e 90% de agua destilada). Por fim as
placas foram lidas como no protocolo anterior.

No terceiro protocolo (Protocolo 3) adicionou-se a solucdo de fixacdo (3:1 metanol:
acido acético) as células e incubaram-se durante 30 min no frio. De seguida, adicionou-se a
solucdo de cristal de violeta a 0,5%, incubaram-se durante 10min & temperatura ambiente,
lavaram-se as placas e adicionou-se Tampdo Sorenson’s. As placas foram colocadas a agitar
entre 20 a 30 min e por fim foram lidas no espectrofotometro.

Por fim, no ultimo protocolo testado (Protocolo 4) adicionou-se a solugdo de fixacao
(3:1 metanol:acido acético) e incubaram-se as placas no frio durante 30 min. Depois
adicionou-se a solucéo de cristal de violeta a 0,2% e incubaram-se as placas durante mais 10
min, a temperatura ambiente. Apds isto sdo seguidos 0s mesmos passos do primeiro protocolo
até o método chegar ao fim.

Na Figura 7, pode-se observar um esquema geral do ensaio e-screen.
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Figura 7 — Esquema geral do ensaio e-screen

Em cada amostra seria avaliada a atividade estrogénica através da determinacdo da
eficacia relativa (%ER), que equivale a proliferacdo celular induzida pela amostra a que as
células estiveram expostas. Para calcular esta atividade é necessario o calculo do efeito
proliferativo (EPL), que demonstra a relacdo entre o maior numero de células dos pogos
tratados com amostra ou com o0s controlos positivos e o nimero de células do controlo

negativo.

EPL (n? maximo de células)amostra ou controlo positivo

(n° de células )controlo negativo

Com este valor era entdo calculada a %ER, atraves da seguinte formula:

(EP — 1)amostra

0, =
YER [(EP —1)17 — B — estradiol

] % 100

Além destes calculos, era possivel também calcular-se a poténcia relativa, que

representa a quantidade de equivaléncia de estradiol (EEQ) através da seguinte formula:
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(Concentragio a que 50% da EP é atingida)17 —  — estradiol

EEQ =
¢ (Concentracdo a que 50% da EP é atingida)amostra

5. Ensaio do Vermelho Neutro

Todo o ensaio foi adaptado a partir de Repetto e colaboradores (2008) [72], e encontra-
se representado, de uma forma geral, na Figura 8.

Este ensaio foi realizado com células HepG2. Estas foram plaqueadas com densidade de
1x10* células/pogo em placas de 96 pocos e incubadas a 37°C em 5% de CO, durante 24h.
Apos este periodo as celulas foram expostas, durante 48h, a vérias concentragdes de cada
amostra entre 5 e 200mg Seg/ml. Além disto, como controlo de solvente foi utilizado o
DMSO, a concentracdo de 20ul/ml. Como controlo negativo foi utilizado meio de cultura, que
foi 0 mesmo utilizado em todas as solugbes de tratamento, meio de cultura DMEM-F12 com
2% de SFBI. Cada concentracéo e ensaio foram realizados em triplicado.

Apo6s o tempo de exposicdo, 0 meio foi removido e substituido por meio de crescimento
pré-aquecido a 37°C, tendo-se adicionado a solucdo de Vermelho Neutro (VN) (Merck,
Darmstadt, Alemanha) com uma concentracao de 0,5mg/ml. Para permitir a incorporagéo do
VN, as células foram incubadas durante 3h, a 37°C a 5% de CO,. Ap6s as 3h, 0 meio
contendo VN foi retirado e lavaram-se as células por duas vezes com TFS, previamente
aquecido. Posteriormente, adicionou-se a solucdo de VN/Stop (etanol: acido acético: agua
(50:1:49) para se extrair o corante VN que se encontra incorporado nos lisossomas das células
viaveis. Agitou-se a solugdo durante 20min, e por fim mediu-se espectrofotometricamente a
540nm a quantidade de VN presente, num espectofotdbmetro Multiskan Ascent (Thermo
Labsystems).
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Figura 8 — Esquema geral do ensaio do vermelho neutro

A viabilidade celular relativa das células é calculada assumindo que a absorvancia
média do controlo negativo corresponde a 100% de viabilidade celular, usando a seguinte

férmula:

média abs540(células expostas)

Viabilidade celular relativa (%) = — :
média abs540 (controlo negativo)

Todos os resultados obtidos através do célculo desta formula foram expressos como

valor médio (+ EP) de 3 experiéncias independentes.

6. Ensaio Cometa com enzima FPG
Para este ensaio (Figura 9) sdo necessarios varios tampdes, que sdo feitos antes de cada
experiéncia (Tabela 7). Todos os reagentes utilizados foram adquiridos a partir da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO) e da Merck (Darmstadt, Alemanha) e todo o ensaio foi baseado no
método descrito por Dusinska e colaboradores (1996) [73], realizando-se pequenas
modifica¢fes. Na Figura 9 pode-se observar um esquema com o método do Cometa descrito

de forma geral.
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Tabela 7 — Constituicdo dos tampdes utilizados no ensaio do cometa

Tampéo de lise 0,12% de Tris-HCI 10Mm
0,8% de NaOH
1% de N-Laurosilsarcosina de sédio
3,7% de Na,EDTA 10mM
14,6% de NaCl 2,5M
Tampéo F HEPES 40 mM
EDTA 0,5 mM
acido BSA 0,2mg/ml
KCI 100mM

pH verificado e acertado em 8 com KOH 1M

Tampao de electroforese  0,037% Na,EDTA.2H,0 IMm
1,2% de NaOH 300mM

pH foi verificado acima de 13

Solucgéo de neutralizacdo 9,5% de HCI 4M
4,85% de base Triz (0,4 M Tris)

Neste ensaio, foram sub-cultivadas células HepG2 em placas de 24 pogos a uma
densidade de 5x10* células/poco durante 24h, a 37°C e com 5% de CO,. Ap6s este tempo,
expuseram-se as células a diferentes concentragcGes das amostras, de 10 a 200mg Seq/ml,
durante 48h. Como controlo positivo utilizou-se em todas as experiéncias H,O, a 100uM,
sendo o tempo de exposicdo deste apenas 30min. Todo o tratamento é preparado em meio de
cultura DMEM-F12 com 2% de SFBi.

Apo6s as 48h de exposicdo, cada poco foi lavado com TFS pré-aquecido, e foi
adicionada tripsina-EDTA (0,5%). Apds as células se encontrarem em suspensdo foram
centrifugadas em ambiente refrigerado (4°C), a 1200rpm, durante 10min. A suspensdo celular
obtida foi incorporada em 1% de agarose de baixo ponto de fusdo. Foram distribuidas duas
gotas iguais da suspensao celular por cada lamina, previamente coberta com 1% de agarose
com ponto de fusdo normal e cobertas com lamelas. Depois da solidificacdo dos microggéis,
removeram-se com cuidado as lamelas e procedeu-se a lise das células, ficando as laminas
imersas na solucdo de lise (1% de Triton-X, 10% de DMSO e 89% de tampao de lise) durante
pelo menos 1h a 4°C.

Apods a lise, as laminas foram lavadas em tampdo de neutralizagéo e lavadas trés vezes

com tampdo F durante 5min. Seguidamente, adicionou-se a enzima FGP (gentilmente cedida
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pelo Dr. AR Collins, Universidade de Oslo, Noruega) a cada microgel, incubando-se as
laminas em atmosfera himida, a 37°C por 30min. Depois de todos estes passos as laminas séo
deixadas em repouso com tampao de electroforese durante 40min, para que o ADN tenha o
tempo necessario para se desenrolar, antes de se realizar a corrida durante 30min a 25V e
300mA e a 4°C. Por fim, as laminas séo lavadas em tampéo de neutralizacdo e de seguida em
agua destilada, durante 10 min cada. As ldaminas foram deixadas a secar antes de corar com
brometo de etidio (0,125ug/ul).

Para cada lamina, que equivale a cada tratamento, foram selecionados aleatoriamente 50
nucledides em cada microgel, correspondendo cada um a uma cultura diferente, perfazendo o
total de 100. Estes foram analisados utilizando um microscopio de fluorescéncia (Axioplan2
Imaging, Zeiss) que possui uma camara de alta resolucédo (Zeiss) e foram medidos através de
um software de analise de imagem Comet Imager 2.2 (Metasystems, GmbH).

Em cada lamina foram medidos varios pardmetros, sendo 0s mais importantes para 0s
nossos resultados a percentagem média de ADN, o comprimento e momento da cauda. Todos
os valores apresentados foram expressos em valor médio (xEP) das trés réplicas
independentes de cada experiéncia. Um outro parametro analisado sdo os danos oxidativos,
este é calculado da seguinte forma:

[Média da % de ADN na cauda de nucledides com tratamento de enzima] - [Média

da % de ADN na cauda de nucledides sem tratamento de enzima]
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Figura 9 — Esquema geral do ensaio do Cometa com tratamento enzimatico
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7. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada recorrendo ao SPSS Statitics 17.0.

No ensaio de VN, as curvas dose-resposta foram determinadas através da analise de
regressdo dos dados, tendo sido os valores de 1Cs estimados a partir da equacgdo que descreve
as curvas dose-resposta determinadas para cada amostra.

A andlise dos dados dos ensaios do VN e do Cometa foi efetuada atraves de uma
ANOVA seguida do teste t de Student.

A significancia estatistica foi assumida para todos ensaios para p <0,05.
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RESULTADOS

1. Ensaio E-screen
Comecou por se tentar otimizar o ensaio do E-screen, utilizando 17-B-estradiol (Ensaio
1, Figura 10), a fim de determinar a concentracdo Otima para utilizar em ensaios futuros,
considerando que este composto é utilizado como controlo positivo na indugdo da
proliferacéo celular, fazendo os niveis de viabilidade situar-se acima dos 100%.

A Protocolo 1 B Protocolo 2
200,00 200,00
175.00 175.00
150,00 150.00

125,00

. 100.00

100,00 - = X
75.00 1 75.00 -
50,00 50,00 -
25.00 - 25.00 -
0.00 -~ 0.00

de viabilidade

% de viabilidade

%

0 1,00E-12  1.00E-11  LOOE-10  LOOE-09  1,00E-08 1.00E-12  1.00E-11  1.00E-10  1.00E-09  L.00E-08
Concentracio (M) Concentracio (M)
Protocolo 3 Protocolo 4
200,00 200,00
175,00 175,00
150,00 150,00
2 2
= 12500 = 12500
2 100,00 - E 10000 - —_— ]
- -
2 2
< 7500 4 <7500 -
$ ®
50,00 - 50,00
25,00 25,00 -
0.00 - 0,00 -
100E-12  LOOE-1l  LOOE-10  LOOE-09  1,00E-08 0 1.00E-12 100E-11  1,00E-10  1,00E-09  1,00E-08
Concentracio (M) Concentracio (M)

Figura 10 — Resultados do Ensaio 1 do método E-screen apds a exposi¢do das células MCF-7 durante 5 dias ao
composto 17-p-estradiol em diferentes concentra¢des. A — Protocolo 1 com 0,2% do corante cristal de violeta; B
— Protocolo 2 com 0,4% do corante cristal de violeta; C — Protocolo 3 com 0,5% do corante cristal de violeta; D
— Protocolo 4 com 0,2% do corante cristal de violeta
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ApoOs este ensaio os protocolos 3 e 4 (Figura 10 C e 10D, respetivamente) foram
descartados devido ao padréo de viabilidade celular inconstante consoante a concentragéo de
17-B-estradiol testada, e devido ao facto de muitas das concentracdes testadas reduzirem a
viabilidade. Foram escolhidos entdo para novos testes os protocolos 1 e 2 (Figura 10A e 10B,
respetivamente), o primeiro devido a todas as concentracdes testadas induzirem um aumento
da proliferacdo celular, e o segundo porque, apesar de haver uma reducdo da viabilidade
celular, mostra um comportamento dependente da dose, com um aumento da viabilidade
celular de 1x10* a 1x10° M.

Seguidamente efetuaram-se novos ensaios (Ensaio 2, Figura 11), com os dois protocolos
escolhidos, de modo a determinar o mais eficiente para o seguimento do trabalho.

Protocolo 1 Protocolo 2

B

200.00

200.00

175.00 175,00

150.00 150,00

125,00 1 125,00 -

100.00 - 100.00

% de viabilidade

7500

75,00 +——

% de viabilidade

50,00 ——

2500 +—

0.00

0 1.00E-12  1.00E-11 1.00E-10 1.00E-09  1.00E-08

Concentracio (M)

5000
25,00 —

0.00

0

1.00E-12 LOOE-11 1.00E-10

Concentracio (M)

1.00E-09  1.00E-08

Figura 11 — Resultados do Ensaio 2 do método do E-screen com a exposicdo das células MCF-7 durante 5 dias
ao composto 17-B-estradiol em diferentes concentragdes. A — Protocolo 1 com 0,2% do corante cristal de violeta;
B — Protocolo 2 com 0,4% do corante cristal de violeta

Neste ensaio (Ensaio 2), nenhum dos padrdes de viabilidade celular obtido se
assemelhou ao do ensaio anterior (Ensaio 1). Apesar de no Ensaio 1 o protocolo 1 aparentar
ser o mais eficaz (Figura 10A), no Ensaio 2 (Figura 11A), os valores de viabilidade celular
obtidos para todas as concentragdes de 17-p-estradiol encontram-se sempre abaixo do valor
obtido para o controlo negativo. Por outro lado, o protocolo 2 (Figura 11B) também ndo
demonstrou um padréo semelhante ao do Ensaio 1, demonstrando existir uma variabilidade
entre ensaios, impossibilitando a sua replicagdo. Devido a este facto, experimentou-se outro

composto que também funcionasse como controlo positivo, o Bisfenol A, de modo a excluir
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um possivel problema na ac¢do do 17-p-estradiol. Neste ensaio (Ensaio 3, Figura 12) testaram-
se diferentes concentragOes do 17-B-estradiol e Bisfenol A em paralelo, para verificar que

padréo de viabilidade se obtinha com este composto.

Estradiol B Bisfenol A
200,00 200,00
175.00 - 175.00 -
150,00 | 15000 -

125.00 -

100.00 -

% de viabilidade
% de viabilidade
-
=
=
=
2

75.00 — — . 75,00
5000 — B —— B 50,00
00— 2500
0.00 0.00
0 1.00E-12 1.00E-11 1.00E-10 1.00E-09 1.00E-08 0 1.00E-08  1.00E-07 1.00E-06  4.00E-06  1.00E-03
Concentragdo (M) Concentracio (M)

Figura 12 — Resultados do Ensaio 3 do método do E-screen com a exposi¢do das células MCF-7 durante 5 dias.
A — Exposicdo das células a diferentes concentraces de 17-p-estradiol; B — Exposicdo das células a diferentes
concentragdes de Bisfenol A

Neste ensaio verifica-se que, mais uma vez, os valores de viabilidade obtidos para as
diferentes concentragcbes de 17-B-estradiol testadas se encontram abaixo do controlo,
observando-se um decréscimo na viabilidade das células MCF-7. Por outro lado, o Bisfenol A
originou um padrdo também ele abaixo do valor de viabilidade do controlo, rejeitando-se a
hipotese de um mal funcionamento na agdo do 17-B-estradiol. De seguida modificou-se o 1°
dia de incubacéo das células em placa, testando em paralelo meio contendo, ou desprovido de,
vermelho de fenol (Ensaio 4, Figura 13), de forma a averiguar a disponibilidade dos recetores

de estrogénio para 0s compostos testados.
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Figura 13 — Resultados do Ensaio 4 do método do E-screen com a exposicao das células MCF-7 durante 5 dias
ao composto 17-B-estradiol em diferentes concentragfes. A — Incubagdo no 1° dia com meio de cultura com
vermelho de fenol; B — Incubacéo no 1° dia com meio de cultura sem vermelho de fenol

Neste ensaio obteve-se uma boa resposta por parte das células, levando a proliferacdo
celular em ambas as condigdes testadas (Figura 13 A e 13 B). Dado isto, escolheu-se
prosseguir os trabalhos utilizando meio de cultura contendo vermelho de fenol no 1° dia de
incubacdo, devido ao facto de se ter observado um aumento da proliferacdo celular com o
aumento da concentracdo dos compostos testados.

Efetuou-se entdo o Ensaio 5, incubando as células MCF-7, durante 5 dias, a diferentes
concentragOes de 17-p-estradiol (Figura 14) e Bisfenol A (Figura 15), em triplicado. Neste
ensaio obtiveram-se diferentes comportamentos e nos trés diferentes replicados efetuados,

tanto quando é testado o composto 17-B-estradiol como o Bisfenol A.
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Figura 14 — Resultados do Ensaio 5 do método do E-screen com a exposicao das células MCF-7 durante 5 dias
ao composto 17-B-estradiol em diferentes concentragdes. A, B, C — Replicados de 3 experiéncias independentes.
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Figura 15 — Resultados do Ensaio 5 do método do E-screen com a exposicao das células MCF-7 durante 5 dias
ao composto Bisfenol A em diferentes concentragdes. A, B, C — Replicados de 3 experiéncias independentes.

2. Ensaio do Vermelho Neutro

No ensaio do VN as concentragdes testadas foram até 200 mg Seqg/ml equivalente a 2%
de DMSO no meio de cultura, devido a existéncia de interferéncia citotoxica do solvente
acima desta concentracdo [56]. Apds o tempo de exposicdo, os padrbes de citotoxicidade
observados apresentam todos um comportamento linear semelhante para as diferentes fragoes
das diferentes amostras testadas (Figuras 16, 17, e 18).

Aguando a extragdo com n-hexano (Fracdo 2, Figura 16), o extrato P (zona proxima da
area industrial) induziu uma maior reducdo da viabilidade celular em comparacdo com as
outras amostras, até cerca de 42,46% na concentracdo testada mais elevada (Figura 16A).

Observou-se entdo uma reducdo de viabilidade celular inferior para as outras amostras, de
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aproximadamente 40% e 35,24% para as amostras A (Figura 16C) e C (Figura 16B)
respetivamente. Das fracdes 2 apenas a amostra C é estatisticamente significativa, embora
apenas na concentracdo mais elevada de 200 mg Seg/ml (p = 0,037). Nas trés experiéncias o
controlo de solvente (DMSO) induziu uma reducdo da viabilidade celular em cerca de
aproximadamente 20%, sendo a amostra C2 a mais proxima deste valor. Este valor foi o

mesmo para as restantes fragdes testadas no ensaio.
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Figura 16 — Resultados do ensaio do VN aquando a exposicdo de 48h das células HepG2 a diferentes
concentragdes da fragdo 2 (n-hexano) das diferentes amostras do Estuario do Sado. Resultados sdo expressos
como a percentagem média da viabilidade (+EP) de 3 experiéncias independentes. A - Amostra P2; B — Amostra
C2 (* significancia estatistica, quando comparada com o controlo, na concentracdo de 200 mg Seg/ml com p =
0,037); C — Amostra A2
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E ainda de referir que as trés amostras seguem um comportamento linear, apés uma

andlise de regressdo dos dados, o que sugere que em todas as amostras podera existir uma

relacdo semelhante entre a % de viabilidade celular e a concentracdo da amostra (Figura 16).

No que diz respeito as fracdes 3 (diclorometano, Figura 17) das diferentes amostras,

observou-se uma maior reducdo na viabilidade celular para a amostra A (zona dos arrozais),
de cerca de 49,38% (Figura 17C), seguido da amostra P (45,14%, Figura 17A) e da amostra C
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Figura 17 — Resultados do ensaio do VN aquando a exposicdo de 48h das células HepG2 a diferentes
concentragdes da fracdo 3 (diclorometano) das diferentes amostras do Estuario do Sado. Resultados séo

expressos como a percentagem média da viabilidade (+EP) de 3 experiéncias independentes. A — Amostra P3; B

4000 | 40,00 -
2000 - 20,00 -
0.00 0.00
000 2500 50,00 7500 100,00 12500 150,00 175.00 200.00 000 2500 5000 7500 10000 12500 15000 17500 200.00
Concentracio (mg Seq/ml) Concentracio (mg Seq/ml)
#AmostraP3 EDMSO 4 AmostraC3 EDMSO
C Amostra A3
120,00
] y=-0,132x+83,14
] R:= 0,572
100,00 *
28000 I T | | i g
z 1 W‘\<
.'I'-’ 60.00
£ ]
3 1 4
® 40,00 |
2000 |
0.00
000 2500 5000 7500 100,00 12500 15000 17500 200.00
Concentragio (mg Seq/ml)
#AmostraA3 EDMSQO

— Amostra C3; C — Amostra A3

44




Efeitos adversos de contaminantes estuarinos em células humanas: avaliagdo da genotoxicidade e
desregulacédo enddcrina

(20,66%, Figura 17B). De entre estas fracbes nenhuma demonstrou diferencas significativas
quando comparadas com o controlo.

Em relacao aos valores de correlacdo, nas fragdes 3, estes ja ndo sdo tdo proximos como
na fracdo 2. A amostra P é a que possui um valor mais alto de correlacdo e por isso possuli
uma maior correlagédo entre a % de viabilidade e a concentracdo da amostra, contrariamente, a
amostra A é a que possui um valor menor de correlagdo, sendo por isso a que revela uma
menor correlacdo, embora todas sigam um comportamento linear (Figura 17A e 17C).

Na fracdo 4 (metanol, Figura 18) das diferentes amostras, observamos uma maior
reducdo da viabilidade celular com a amostra A, de cerca de 58,26% (Figura 18C). Tal como
na fracdo 3, segue-se a amostra P (Figura 18A) e posteriormente a amostra C (Figura 18B),
com valores de 49,58% e 24,99%, respetivamente. Apesar de a fracdo 4 da amostra A, nédo
apresentar uma clara significancia na ANOVA (p = 0,055), o valor obtido encontra-se muito
proximo do nivel de significancia pretendido. Por esse motivo utilizou-se o Teste t de Student
para se verificar se existia alguma diferenca estatisticamente significativa entre a viabilidade
celular do controlo e as concentragdes da amostra testadas. Neste teste verificou-se que
existem algumas concentracdes da amostra que séo significativas estatisticamente em relagédo
ao controlo, mais especificamente as concentragdes de 75, 125,150,175 e 200 mg Seqg/ml (p =
0,038; p =0,040; p=0,014; p = 0,019 e p = 0,049 respetivamente).

Analisando os resultados obtidos por amostra, mais especificamente os resultados da
percentagem de viabilidade celular obtidos na concentracdo testada mais alta (200 mg Seq/
ml) para todas as fracfes (Tabela 8), observa-se que a amostra P possui valores de reducéo de
viabilidade para as diferentes fraces 2, 3 e 4 testadas muito semelhantes entre si. Quanto a
amostra C, foi a amostra que apresentou valores de reducdo da viabilidade menores. Por fim a
amostra A, demonstrou ser a amostra que induziu uma maior reducdo da viabilidade celular,
especificamente nas fracdes 3 e 4 e apresentou uma reducao de 40% para a fracdo 2.

Analisando os valores da percentagem média de viabilidade celular de todas as fracdes e
amostras (Tabela 8), pode-se evidenciar que a amostra A induziu a uma maior reducdo da

viabilidade celular, seguindo-se da amostra P e por fim a amostra C.
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Figura 18 — Resultados do ensaio do VN aquando a exposicdo de 48h das células HepG2 a diferentes
concentragdes da fracdo 4 (metanol) das diferentes amostras do Estuario do Sado. Resultados sdo expressos
como a percentagem média da viabilidade (+EP) de 3 experiéncias independentes. A — Amostra P4; B — Amostra
C4; C — Amostra A4 (*significancia estatistica, quando comparada com o controlo, nas concentragdes de 75,
125,150,175 e 200 mg Seg/ml com p = 0,038; p = 0,040; p = 0,014; p = 0,019 e p = 0,049 respetivamente)

Para todos as fracdes foram estabelecidas curvas de dose-resposta a partir de modelos
lineares, tendo estas curvas apresentado comportamentos semelhantes, destacando-se a fracéo
A4 cujo ICx foi calculado a 146 mg Seg/ml (Figura 18 C). Este valor encontra-se dentro da
gama de valores testados da fracdo o que sugere que esta possui contaminantes que provocam
a citotoxicidade. Para todas as outras fragOes os valores de ICs extrapolados encontram-se
acima da gama de concentracOes testadas, apesar disto € de realgar que muitos dos valores

encontram-se proximos da concentracdo mais alta testada (Tabela 8).
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Tabela 8 — Percentagem média de viabilidade celular obtida para o valor maximo das
concentracdes testadas, no ensaio do VN ap6s a exposicao as fragdes e respetivos I1Csq

Média da % de viabilidade celular (+ EP)

Fracdes 200 mg Seq/ml ICs, mg Seg/ml p-value* DMSO?
P2 57,54 + 4,16 278 NS 79,16
P3 54,86 + 5,82 236 NS 79,16
P4 50,42 + 14,47 208 NS 79,16
C2 64,76 +18,18 322 0,038 79,16
C3 79,34 + 3,09 483 NS 79,16
C4 75,01 + 15,06 380 NS 79,16
A2 60,00 + 3,01 262 NS 79,16
A3 50,62 + 10,68 245 NS 79,16
A4 41,74 + 22,90 146** 0,055 79,16

Percentagem média de viabilidade celular (+EP) é obtida através de 3 ensaios independentes.* p-value
obtido quando existe significancia estatistica (p < 0,05), quando comparada com o controlo. ** Valor

baixo do ICsy Valor obtido para a concentragdo de 20ul/ml de DMSO. NS — Significancia néo obtida.

3. Ensaio Cometa com enzima FPG

No ensaio do Cometa, ndo foram utilizados valores de concentracdo acima de 200 mg
Seg/ml devido a interferéncia de citotoxicidade que pode existir por parte do solvente (DMSO
2%) e das amostras, de forma a evitar falsos positivos. Os resultados obtidos neste ensaio sdo
apresentados na Figuras 19, 20 e 21, os dados completos relativos a percentagem média de
ADN, ao comprimento e momento da cauda encontram-se no Anexo 1.

Apos a exposicdo de 48h as diferentes concentracBes testadas de todos 0s extratos,
verificou-se uma diferente resposta das células as diferentes amostras e respetivas fraces. Na
fracdo 2 a amostra P induziu um nivel de danos no ADN mais elevado principalmente na
ultima concentracdo testada, na presenca da enzima FPG, 200 mg Seg/ml, com valores na
ordem dos 20% de ADN na cauda (Figura 19A). Esta quando comparada com o respetivo
controlo de solvente demonstrou significancia estatistica (p=0,031). Além disto, existe
também uma diferenca estatisticamente significativa nesta mesma concentragdo quando se
comparam os resultados obtidos com e sem a utilizacdo da enzima FPG no tratamento dos
nucleoides (p = 0,004), o que sugere a inducéo de lesdes oxidativas no ADN detetaveis pela
enzima FPG. Contrariamente, as amostras C e A ndo apresentam diferencas quando

comparadas com o controlo de solvente (Figura 19B e 19C, respetivamente).
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Figura 19 — Resultados do ensaio do cometa aquando a exposi¢do de 48h das células HepG2 a diferentes
concentragdes da fragdo 2 (n-hexano) das diferentes amostras do Estuario do Sado. Resultados sdo expressos
como a percentagem média de ADN na cauda (+EP) de 3 experiéncias independentes. A — Amostra P2; B —
Amostra C2; C - Amostra A2. ¢ - Diferenca significativa estatisticamente entre o tratamento com e sem enzima,
na mesma concentracdo. ¥ — Diferenca significativa estatisticamente comparada com o controlo de solvente
(com tratamento de FPG). Concentracdo O referente ao controlo de solvente DMSO a 20ul/ml. O controlo
positivo (H,O,) induziu danos de ADN em 36,7 £ 4,3% sem tratamento enzimatico e 60,9 + 2,82% com
tratamento enzimatico.

Quanto a fracdo 3 os valores obtidos sdo semelhantes entre as trés amostras (Figura 20),
sendo a amostra C a que possui valores mais baixos (Figura 20B). Contudo nenhuma das trés
amostras revelou diferencas estatisticamente significativas quando comparada com o controlo
de solvente (Figura 20), falhando na inducdo significativa de quebras no ADN nestas

condigBes experimentais.
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Figura 20 — Resultados do ensaio do cometa aquando a exposi¢cdo de 48h das células HepG2 a diferentes
concentragdes da fracdo 3 (diclorometano) das diferentes amostras do Estuario do Sado. Resultados s&o
expressos como a percentagem media de ADN na cauda (£EP) de 3 experiéncias independentes. A — Amostra
P3; B — Amostra C3; C - Amostra A3. Concentracéo 0 referente ao controlo de solvente DMSO a 20pl/ml.

O controlo positivo (H,0,) induziu danos de ADN em 29,4 £0,83% sem tratamento enzimatico e 4 +2,49% com
tratamento enzimatico.

Na ultima fracdo, a 4 (Figura 21), a amostra P € mais uma vez a Unica que provoca
danos significativos no ADN (Figura 21A), revelando um aumento significativo da média de
percentagem de ADN da cauda a 25 e 200 mg Seg/ml, sem a utilizacdo de enzima FPG,
guando comparada com o respetivo controlo de solvente (p = 0,027 e p = 0,014
respetivamente). Para além disto, houve um aumento significativo da média de percentagem
de ADN na cauda em todas as concentracdes testadas acima de 25mg Seq/ml quando utilizada
a enzima FPG (Figura 21A) com valores de p = 0,006; 0,006; 0,012 e 0,001, da menor para a

maior concentracdo. Quanto as amostras C e A, estas ndo possuem qualquer diferenca
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significativa estatisticamente neste ensaio, nestas condi¢cdes experimentais (Figura 21B e
21C), falhando na inducéo de genotoxicidade.
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Figura 21 — Resultados do ensaio do cometa aquando a exposi¢do de 48h das células HepG2 a diferentes
concentragdes da fracdo 4 (metanol) das diferentes amostras do Estuario do Sado. Resultados sdo expressos
como a percentagem média de ADN na cauda (xEP) de 3 experiéncias independentes. A — Amostra P4; B —
Amostra C4; C - Amostra A4 « - Diferencga significativa estatisticamente comparada com o controlo de solvente
(sem tratamento de enzima). ¥ — Diferenca significativa estatisticamente comparada com o controlo de solvente
(com tratamento de enzima). Concentracdo O referente ao controlo de solvente DMSO a 20ul/ml. O controlo
positivo (H,0,) induziu danos de ADN em 30 £3,3% sem tratamento enzimaético e 55,7 +2,32% com tratamento
enzimatico.

A amostra P possui diferencas significativas tanto na fracdo 2 como na fragéo 4. Estas
fragcdes induziram os maiores danos no ADN, nas células HepG2, sendo a fracdo 4 aquela que
tanto com como sem enzima FPG, induz um maior nivel de lesdes no ADN.

Com base nos resultados dos valores de média de percentagem de ADN na cauda para a

concentracdo mais elevada (Tabela 9), torna-se dificil a ordenacdo das diferentes fracOes
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quanto a sua genotoxicidade. No entanto, as amostras podem ser ordenadas quanto a sua
indugdo de danos oxidativos no ADN da seguinte forma: a amostra C sendo a que induz
menos danos, seguida da amostra A e por fim a amostra P revelando-se a amostra que induz

mais danos oxidativos no ADN destas células (Tabela 10).

Tabela 9 — Percentagem média de danos no ADN sem e com a enzima
FPG na concentragdo maxima testada (+EP)

Fracdes Média de quebras Média de quebras

no ADN sem FPG no ADN com FPG
200 mg Seg/ml 200 mg Seqg/ml

P2 7,49 + 0,29 21,09+ 2,01

P3 8,26 + 0,52 13,67 +£1,10

P4 19,16 + 2,64 24,62 + 1,75

Cc2 4,25+ 0,30 6,48 £ 0,75

C3 7,03+0,74 6,48 + 0,38

C4 9,23 £ 0,75 12,09 + 1,04

A2 5,53+ 0,46 8,72 + 0,58

A3 8,91 + 0,63 12,71 £ 0,95

A4 13,21 +2,42 17,90 + 3,50

Tabela 10 — Percentagem dos sitios sensiveis a enzima FPG na
concentragdo maxima testada (+EP)

Percentagem dos sitios sensiveis a FPG

Fracoes 200 mg Seg/ml
C3 0*+ 0,50
Cc2 2,23+0,56
C4 2,86 £0,51
A2 3,19+0,52
A3 3,8+0,52
Ad 4,69 +1,25
P3 541+£1,10
P4 546 +1,19
P2 13,60 £ 2,86

* Valor abaixo de 0
Comparando a mesma fragcdo das diferentes amostras, obtém-se também significancia
estatistica entre algumas amostras. Para a fragdo 2, a amostra A e P quando expostas & enzima
FPG apresentam uma diferenca significativa estatisticamente nas concentragdes 100 e 200mg
Seg/ml (p = 0,048 e p = 0,012). Ainda nessa mesma fracdo, as amostras C e P quando

expostas a enzima possuem uma diferenca significativa ao nivel da média de percentagem de
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ADN na cauda, nas concentracdes de 10, 100 e 200mg Seg/ml (p = 0,031; p = 0,008 e p =
0,008). Na fracdo 4, a diferenca significativa existente é entre as amostras C e P quando
expostas a enzima FPG, nomeadamente na concentracdo testada mais elevada (p = 0,020). Na
fracdo 3 ndo se verificou nenhuma significancia estatistica para as amostras testadas. Todas
estas diferencas entre as amostras, demonstram que as amostras possuem diferencas entre si.
Nas Tabelas 11 pode-se observar esquematizado a comparacao entre as fragoes das amostras e

observar-se as que apresentam diferencas significativas.

Tabela 11 — Resultados da comparacéo estatistica entre as mesmas fragdes de amostras diferentes.

Fracbes P2 P3 P4 C2 C3 C4
C2 S - - - - -
C3 - NS - - - -
C4 - - s - - -
A2 S - - NS - -
A3 - NS - = NS ;
A4 - - S - - NS
(S — significancia obtida; NS — significancia nao obtida)

Para a avaliacdo da extensdo dos danos feitos no ADN, uma das metodologias usadas
como apoio a andlise da percentagem de ADN na cauda é a média da % de nucledides
divididos por classes (Figuras 22, 23, 24) onde é possivel fazer a comparacao dessa média das
amostras e fracdes quando o ensaio é feito com e sem enzima.

Recorrendo a média da % de nucledides, é possivel observar que na amostra P2 quando
existe tratamento com FPG a % de nucledides de classe 0 (0% < ADN na cauda <20%)
diminui e aumenta a classe 1 (20% < ADN na cauda <40%), verificando-se também um
aparecimento da classe 2 (40%< ADN na cauda <60%) e da classe 3 de nucledides (60% <
ADN na cauda <80%), nas duas concentracdes mais altas (100 e 200 Seg/ml), o0 que nédo se
verificou nos nucledides sem tratamento de enzima FPG (Figura 22A).

Quanto as amostras C2 e A2, quando sdo expostas ao tratamento com FPG ndo
apresentam alteracOes nas classes em relacdo a quando ndo é utilizada a enzima FPG (Figura
22B e 22C).

Na fracdo 3 as trés amostras testadas, ndo apresentam diferencas entre as classes quando

comparadas sem e com tratamento de FPG (Figura 23).
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Figura 22 — Distribuicdo da percentagem média de nucleodides observados por classes. As classes foram obtidas
a partir de 3 experiéncias independentes, em funcdo da percentagem de ADN da cauda obtida em cada amostra,

sem e com tratamento de FPG. A — Amostra P2; B — Amostra C2; C — Amostra A2
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Figura 23 - Distribui¢do da percentagem média de nucledides observados por classes. As classes foram obtidas a
partir de 3 experiéncias independentes, em funcdo da percentagem de ADN da cauda obtida em cada amostra,
sem e com tratamento de FPG. A — Amostra P3; B — Amostra P3; C — Amostra A3

54



Efeitos adversos de contaminantes estuarinos em células humanas: avaliagdo da genotoxicidade e
desregulacédo enddcrina

A Amostra P4

Lo Sem FPG Com FPG

°0% — —-— @ -— — —k
8% — — — — — - —
0% - @ — @ — — — — — — —
0% — — @ —-— — — — — —
s — — @ — @ — — — — —
- — — — —

0% - — — —

Média da %o de nucledides

0% - — — — — — — — —

e+ — — — —

0%

10 25 50 100 200 10 25 50 100 200

Concentracdes (mg Seq/ml)
Classe 0 Classe 1 mClasse 2 m Classe 3 mClasse4

B Amostra C4

Sem FPG Com FPG
100%

90% — T ——M— WS BN gy SN BN B B
8%+ — — — — —— 4 .
%+ ——t—
6% +— — — — —
5% +— — —) — —
ot — — —
e — — — — — -

0% 4+ — @ — — — — —

Meédia da %o de nucledides

% +— - —

0%
10 25 50 100 200 10 25 50 100 200

Concentracdes (mg Seq/ml)
Classe 0 " Classe 1 © Classe 2 W Classe 3 WClasse4

C Amostra A4
100% ,v________—___—t

90%

8% - — @ — @ — —
% - — — — —
0 - — -— — — - — — —
0% - — — @ — — -
o — — — —

0 — — — — — — —

Meédia da %o de nucledides

00— @ — — — —

i I TN EEN I TS T S . - -

0%

10 25 50 100 200 10 25 50 100 200

Concentracdes (mg Seq/ml)
Classe 0 = Classe | ® Clagse 2 mClagse 3 mClasse4

Figura 24 — Distribuicdo da percentagem média de nucleoides observados por classes. As classes foram obtidas
a partir de 3 experiéncias independentes, em funcdo da percentagem de ADN da cauda obtida em cada amostra,
sem e com tratamento de FPG. A — Amostra P4; B — Amostra C4; C — Amostra A4
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Na fracdo 4, a amostra P, possui diferencas na % de nucledides sem e com tratamento
de FPG, havendo um aumento das classes 2 e 3 na concentracdo mais alta testada (200 mg
Seg/ml) quando esta amostra é exposta ao tratamento com enzima (Figura 24A). O
comportamento da amostra A é semelhante ao da amostra P (Figura 24C), e por fim a amostra

C néo possui alteracdes nas concentracOes testadas sem e com FPG (Figura 24B).

Em suma, quando se compara entre amostras, a C é a mais linear tendo padrdo
semelhante da média de % de nuclesides nas trés fracGes. Estes resultados encontram-se de
acordo com os resultados obtidos tanto no ensaio do VN, onde nédo existem diferencgas
significativas nesta amostra. Quanto a amostra A, o padrao de resposta é diferente consoante a
fracdo a que se estdo a expor as células, o que também esta de acordo com o ensaio do VN
onde a fracdo 4 se destaca por induzir citotoxicidade, nas células HepG2, quando expostas a
estas condi¢bes ambientais, contrariamente no ensaio do Cometa esta amostra néo
demonstrou diferencas significativas quando comparada com o controlo de solvente. Por fim,
a amostra P no ensaio do Cometa revela induzir danos no ADN, tanto na fracdo 2 como na
fracdo 4, quando comparadas com o controlo de solvente, destacando-se entre estas duas a 4,
dado que apresenta diferengas significativas em todas as concentracOes testadas acima dos 25
mg Seg/ml, com FPG (Figura 24A) e possui cometas com maior % de ADN na cauda.
Contrariamente no ensaio do VN esta amostra ndo demonstra qualquer tipo de diferencas

guando comparada com o controlo.
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DISCUSSAO

Os estuérios, principalmente aqueles que se localizam perto de zonas habitadas estdo
sujeitos a varios tipos de pressdes antropogénicas. O estuario do rio Sado localizado na
peninsula de Setubal, ndo é excecdo, sendo um dos estuarios mais sujeito a esse tipo de
pressdes em Portugal. As pressdes exercidas provém de diversas fontes, entre elas atividades
agricolas exercidas de forma extensiva nas margens do estuério, descargas urbanas e
industriais resultantes da cidade de Setlbal, e da sua cintura industrial, e ainda devido ao
elevado trafego maritimo que se faz sentir no porto de Setubal. Além disso, este estuario €
também extremamente utilizado para atividades piscatdrias, pois possui algumas espécies de
elevado valor econémico, sendo uma fonte importante do peixe consumido na regido, o0 que se
torna uma mais-valia para a populacdo que ai habita [1,4,26]. Sabe-se que hoje em dia que a
contaminacdo do estuario, das suas aguas e sedimentos, pode representar um grande problema
para a saude publica. Isto acontece porque estes contaminantes podem ser acumulados pelas
espécies estuarinas nas suas partes ediveis, sendo este facto agravado pela capacidade de
bioacumulacdo de muitas dessas espécies. Estes contaminantes podem ainda acumular-se nos
produtos hortofruticolas que séo regados com aguas estuarinas, entrando também deste modo

para a cadeia alimentar humana [4,26,27,32].

1. Avaliacéo da desregulacéo enddcrina (ensaio E-screen)

Os resultados do ensaio do E-screen, ensaio que permite a avaliacdo da desregulacéo
enddcrina, ndo se revelaram conclusivos devido a falta de reprodutibilidade do mesmo. De
facto, apés a realizagdo de varios ensaios em que se utilizaram diferentes nimeros de células
plaqueadas, diferentes protocolos de coloracdo (cristal de violeta), diferentes compostos para
indugdo da proliferagdo celular (17-p-estradiol e Bisfenol A) e, diferentes meios de cultura
(com e sem vermelho de fenol), dada a diversidade dos resultados obtidos, conclui-se que nao
se conseguiu uma boa reprodutibilidade do ensaio. Apesar disto, todos os ensaios efetuados
foram importantes pois permitiram a otimizagdo do método.

Em suma, podemos retirar da otimizacdo deste ensaio que as células MCF-7 adquiridas
através da ATCC (ATCC No. HTB-22), ndo sdo as mais indicadas para o ensaio do E-screen.
Além disso, ao longo do processo de otimizacdo fomos tirando algumas ilacGes, entre elas o

facto de a coloracdo com cristal de violeta a 0,2% (Protocolo 1) aparentar ser a mais eficaz, o
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meio utilizado parece ser ideal para as células, e ndo existir grande diferenca entre manter ou
ndo o vermelho de fenol no meio no 1° dia de incubagéo das células.

Para que este ensaio seja reprodutivel em ensaios futuros e se realize com sucesso €
necessario, tal como preconizado por alguns autores, recorrer a um clone das células MCF-7
isolado nos Estados Unidos e que ndo se encontra comercialmente disponivel. Este clone
(clone MCF-7 BUS) foi j& utilizado para a realizacdo deste mesmo ensaio por diversos
investigadores como Soto e colaboradores (1994) [21] Schiliro e colaboradores (2009) [34] e
também Silva e colaboradores (2007) [24], entre outros, revelando ser um clone viavel e com
bons resultados obtidos.

Contudo e sempre na base da especulacdo se no nosso caso tivéssemos tido resultados
consistentes e reprodutiveis seria de esperar que a amostra P apresentasse niveis de
proliferacdo celular mais elevados em comparacdo com as amostras A e C, isto porque e
recorrendo ao Anexo 2 é possivel verificar que a amostra P é a que possui niveis mais
elevados de DDT e PCBs, seguida da amostra A e por fim a amostra C. Este facto, é
justificavel segundo Giesy e colaboradores (2002) [74] pelo facto de os pesticidas
organoclorados, como por exemplo o DDT, e os PCBs possuirem a capacidade de ativarem os
recetores de estrogénio e induzirem proliferacéo celular.

Outro estudo [11] revela ainda que concentragdes excessivas de HAPs e de metais como
0 Cd e 0 Zn podem levar a inducdo da sintese de vitelogelina e a distdrbios na sintese do
cortisol em organismos estuarinos, COmo 0S peixes, e uma vez que as amostras P e A possuem
guantidades elevadas de alguns desses compostos (Anexo 2), este facto deve ser tido em
atencdo, pois no caso do Zn os valores obtidos para este estuario chegam a ultrapassar o valor-
guia a partir do qual sdo frequentes ocorrer danos.

2. Avaliacgao da citotoxicidade e genotoxicidade
A avaliacdo da citotoxicidade baseia-se na viabilidade celular apds as células serem
expostas a um certo composto. Considerando o 1Csy de cada amostra e as curvas dose-resposta
obtidas, observou-se que a fracdo 4 (fracdo metanolica) da amostra A é a Unica que teve a
capacidade, na gama de doses testadas, de reduzir a viabilidade abaixo de 50%,
nomeadamente quando é usada uma concentracdo de 146mg Seqg/ml (Figura 18C). Assim,
pode-se apontar para que esta fracdo seja a que contém contaminantes com um maior

potencial citotoxico, sendo que esta apresenta diferencas significativas em varias das
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concentragOes testadas (Figura 16C), reforcando a suposi¢do de que este é o extrato com o
potencial citotoxico mais elevado nas células HepG2. Existem ainda outras fracbes com
valores de ICsyp muito proximos da concentracdo mais alta testada neste ensaio, destacando-se
as fracbes P3 (fracdo diclorometanolica) e P4 (fragdo metanolica), com valores de 237 e 209
mg Seg/ml, respetivamente, (Figuras 17A e 18A), o que sugere que também estas poderéo
possuir um potencial citotdéxico. Apds a analise dos resultados do ensaio de citotoxicidade,
observou-se que as fragbes C2 e A4 foram as Unicas que demonstraram possuir diferencas
significativas em relacdo ao controlo. No entanto, o extrato C2 apresentou essas diferencas
apenas na concentracdo mais alta, o que poderé ser devido a interferéncia do controlo de
solvente nesta concentracdo (2% de DMSO) [19], sendo esta hipdtese suportada pelo valor de
reducdo de viabilidade celular obtido, de aproximadamente 20% para o DMSO, valor
préximo do obtido na concentracdo mais alta testada deste extrato (Figura 16B).

De acordo com os valores de ICsy as fragbes podem ser ordenadas da maior
concentracdo inibitdria para a menor da seguinte forma: C3> C4> C2> P2> A2> A3> P3>
P4> A4. Olhando para esta ordenacdo, verifica-se que a amostra C é a que induz um menor
efeito citotoxico, o que pode sugerir que as fracGes desta amostra contém menos
contaminantes quando comparadas com as mesmas fragdes das amostras A e P, 0 que se
encontra em concordancia com as quantidades de contaminantes existentes em cada amostra
(Anexo 2). Além disso, com esta ordenagdo e analisando apenas as amostras A e P
percebemos que a fracdo 2 é a que possui um menor potencial citotoxico. Contrariamente, a
fracdo 4 € a que possui um maior potencial citotdxico, o que podera sugerir que esta fracdo é a
que contém a maior parcela dos contaminantes, ou pelo menos aqueles que tem um maior
potencial de induzir citotoxicidade nas células.

Com os resultados das fracdes € possivel ainda sugerir que o n-hexano (fracdo 2) é o
solvente que aparentemente menos extrai contaminantes, ou que o tipo de contaminantes que
ele extrai ndo se encontram em grande nimero nos sedimentos ou ainda que 0s contaminantes
que ele extrai sdo 0s menos citotoxicos para esta linha celular. De facto, como composto
organico apolar, ele extrai contaminantes de natureza mais apolar [75]. Estudos feitos por
Varel e colaboradores (2008) [76] e por Oluseyi e colaboradores (2011) [77] afirmam que a
maioria dos contaminantes classificados como HAPs e PCBs s@o de natureza apolar, o que
nos permite sugerir que alguns destes compostos possam ter sido extraidos pela nossa fracéo

2, dependo da sua polaridade. Por sua vez, o diclorometano (fragdo 3), um composto
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organoclorado dos menos perigosos no meio ambiente, frequentemente utilizado como
solvente, apresenta uma polaridade baixa e por isso € considerado pouco polar [78]. Neste
trabalho, ele aparenta ser o solvente extrai menos contaminantes, dado que é a fracdo que nédo
possui nenhum resultado significativo. O metanol (fragcdo 4), por seu lado é um solvente polar
0 que sugere que esta fracdo extraiu componentes com uma maior polaridade [79]. O estudo
realizado por Varel e colaboradores [76] afirma também que as fracdes com maior potencial
mutagénico sdo as que possuem natureza polar, o que se encontra de acordo com os resultados
obtidos neste trabalho em que as fracdes 4 sdo as que induzem quer citotoxicidade quer
genotoxicidade. Os compostos de natureza polar podem desempenhar um papel muito
importante na contaminacdo e toxicidade dos sedimentos [76]. Como € possivel verificar num
estudo feito por Oluseyi e colaboradores [77] o fracionamento de solventes ndo é linear, isto
é, nem todos os compostos de um determinado grupo, como por exemplo os HAPS, séo
extraidos pelo mesmo solvente. Isso ira depender da polaridade que o composto possui,
havendo assim compostos de variados grupos nos diferentes solventes utilizados para a
extracao de contaminantes.

A avaliacdo da genotoxicidade foi realizada através do ensaio do cometa. Neste estudo
recorreu-se a utilizacdo da enzima FPG, de modo a aumentar a sensibilidade do ensaio, uma
vez que esta permite a identificacdo de potenciais efeitos de stress oxidativo no ADN [30],
devido ao conhecimento de que muitos contaminantes estuarinos potencialmente presentes
nos nossos extratos podem induzir danos no ADN através de mecanismos de stress oxidativo
[26,30].

Na fragdo 4 da amostra P observou-se um aumento significativo da percentagem média
de ADN na cauda quando comparado com o controlo de solvente, quando ndo existe
tratamento enzimatico, o que sugere que este extrato induz lesdes no ADN das células HepG2
(Figura 21A). Para além disso, a fracdo P4 mostra ainda outras diferencas significativas
aquando a aplicacdo do tratamento enzimatico, quando se compara com o controlo, revelando
danos oxidativos no ADN. Isto reforca por uma lado a sensibilidade da utilizacdo da enzima
FPG no ensaio do Cometa, e por outro lado a classificacdo desta amostra de sedimento como
genotdxica. Analisando os dados (Figura 21), verificamos ainda que a fracdo 4 € a que induz
valores mais altos de % de danos no ADN, apesar de as amostras A e C ndo apresentarem
diferencas estatisticamente significativas comparativamente ao controlo de solvente,

provavelmente porque o controlo de solvente apresenta valores um pouco mais elevados que

60



Efeitos adversos de contaminantes estuarinos em células humanas: avaliagdo da genotoxicidade e
desregulacédo enddcrina

os da amostra P. Analisando a percentagem média de sitios sensiveis a enzima FPG, na
concentragéo testada mais elevada neste ensaio (200 mg Seg/ml), podemos ordenar as fragoes
das amostras da seguinte forma: C3 < C2 < C4 < A2 < A3 < A4 <P3 < P4 < P2 (Tabela 10).
Esta analise permite-nos sugerir que a amostra P terd um maior potencial genotdxico, seguida
da amostra A e C, quanto aos danos oxidativos de ADN, o que se encontra também em
concordancia com os valores de contaminagéo obtidos (Anexo 2).

Estes resultados de genotoxicidade vém juntar-se aos ja obtidos no ensaio de
citotoxicidade, que sugerem que as fracbes podem ser ordenadas segundo o seu potencial
citotoxico e genotdxico. Assim, sendo a fragdo 4 a mais citotdxica e genotoxica nestas
condigcdes experimentais, este conjunto de dados reforca a ideia que aquando do
fracionamento das amostras esta fracdo podera ser aquela que extraiu contaminantes com o
potencial de induzir maior citotoxicidade e genotoxicidade nas células. Esta observacéao
encontra-se em concordancia com a atribuicdo dum maior potencial mutagénico das fracdes
mais polares por outros autores [76]. A fracdo 3 é a fracdo intermédia quanto a inducdo de
danos no ADN, ndo havendo, no entanto, nenhuma diferenca estatisticamente significativa
entre esta fracdo e o controlo de solvente. Por fim a fracdo 2, que apesar de ser a que possuli
valores de inducdo de danos mais baixos nas amostras A e C, na amostra P demonstra possuir
diferencas estatisticamente significativas na concentracdo mais alta quando comparada com o
controlo de solvente. Para além destas diferencas, esta mesma concentracdo quando
comparada sem e com tratamento de enzima possui também diferencas significativas (Figura
19A). Assim, a fracdo P2, apesar de ndo ter revelado citotoxicidade no ensaio do VN, revela
no ensaio do Cometa induzir genotoxicidade nas doses mais altas, tanto pela indugéo
significativa de quebras como de danos oxidativos no ADN. Observando o Anexo 2, podemos
verificar que a amostra P é a Unica que possui elevadas quantidades de HAPSs e pesticidas, o
que pode explicar as diferencas estatisticamente significativas obtidas na fracdo 2, uma vez
que ja foi sugerido anteriormente que 0 n-hexano extrai a maioria deste tipo de substancias
[76]. Contudo, estudos feitos em extratos de sedimentos de solo ndo tém conseguido
estabelecer uma correlagdo significativa entre o conteudo em HAPs e o potencial genotoxico
da amostra, chegando mesmo a demonstrar que este tipo de contaminantes apenas representa
10 a 20% de toda a atividade mutagénica verificada nos extratos. Este facto sugere que 0s
efeitos genotoxicos sdo provocados por diversos compostos organicos [76], o que pode

explicar o facto de a amostra P apenas possuir diferencas na concentracéo mais alta apesar das
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elevadas quantidades de HAPs. Além disso, o facto desta amostra P induzir também lesdes
genotdxicas na fracdo 4, e possuir quantidades muito elevadas de certos metais, sugerimos
que estes metais presentes se encontrem em maior concentragdo nesta fracdo. Nao obstante,
ndo se podera excluir a hipotese de que alguns HAPs com uma maior polaridade possam
também estar retidos nesta fragdo, como ja referido anteriormente [77].

Fazendo a comparagéo entre os valores das fracdes das diferentes amostras verificamos
que existem diferencas estatisticamente significativas quando comparadas as mesmas
concentracdes, nomeadamente, entre as fracbes P2 e C2, P2 e A2, P4 e C4 quando analisadas
com a presenca de tratamento de enzima (Tabela 11). Todas estas diferencas sugerem que
existe uma diferenca na quantidade e/ou na natureza dos contaminantes que cada fragédo
possui, refletindo as diversas pressdes exercidas nos locais de colheita das diferentes
amostras. Assim com os resultados obtidos tanto no ensaio de citotoxicidade como no ensaio
de genotoxicidade, parece existir uma area de maior contaminacdo (amostra P), zona de
contaminacdo moderada (amostra A) e uma zona de baixa contaminacdo (amostra C), 0 que se
encontra em concordancia com os valores de contaminacdo (Anexo 2). Os nossos resultados
encontram-se também de acordo com estudos feitos anteriormente por Costa e colaboradores
(2011) [32], que revelaram outro tipo de consequéncias da exposicdo a estes sedimentos do
Estuério do Sado, entre elas efeitos genotoxicos verificados em Solea senegalensis que vive
neste estudrio [1]. Existem ainda estudos de avaliacdo de sedimentos feitos noutros estuérios,
como por exemplo na Noruega, que revelam um padrdo de contaminacdo semelhante ao nosso
trabalho, uma vez que demonstram que sedimentos recolhidos perto de zonas industriais se
encontram fortemente poluidos, contendo elevadas concentragdes de HAPs e PCBs [80].

As zonas de amostragem possuem diferentes tipos de contaminantes, principalmente
devido a trés tipos de fatores: as fontes de poluicdo; as propriedades geoquimicas dos
sedimentos, dado que existem diferencas na capacidade de adsorcdo de contaminantes pelo
sedimento; e o hidrodinamismo associado a esses diferentes locais, sendo todos estes fatores
importantes na determinacdo da citotoxicidade de cada um dos sedimentos [30].

As trés amostras induziram diferentes efeitos nas células HepG2 o que pode estar
associado as diferentes pressdes antropogénicas exercidas nos diferentes locais, pois como se
pode observar na Tabela 6 as amostras possuem diferencas consoante o local de recolha.
Analisando com maior pormenor os locais de recolha das amostras conseguem avangar

hipoteses que explicam algumas dessas diferencas. O local de recolha da amostra P, situa-se a
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norte do estuario, e parece sofrer uma fraca influéncia de correntes fluviais, tendo um baixo
hidrodinamismo, o que, consequentemente, origina uma maior deposi¢cdo e acumulacdo de
particulas e contaminantes tanto hidrofobicos (por exemplo alguns HAPs) como hidrofilos
(por exemplo metais) que podem ser adsorvidos pelas particulas que formam os sedimentos.
A variagédo espacial da concentragcdo de metais nos sedimentos estuarinos, principalmente os
que se encontram perto de areas urbanizadas, como é o caso do Estuério do Sado, é em geral,
atribuida as misturas de contaminantes originarios de fontes de poluicdo industrial [80].
Quanto ao local da amostra A, este situa-se a sul do estuario e parece ter um nivel de
contaminag¢do mais baixo ou diferente do da amostra P. Isto pode explicar-se atendendo as
diferentes fontes de contaminacdo, dado a amostra A ser maioritariamente influenciada por
culturas intensivas de arroz, algumas préaticas agricolas e ndo se encontrar exposta, pelo
menos de forma direta, a industria pesada. Este conhecimento corrobora o facto desta amostra
ndo conter niveis significativos de contaminantes mais ligados a inddstria, como por exemplo
HAPs ou PCBs. Para além disso, os niveis de metais existentes devem-se, provavelmente, a
fatores naturais relacionados com a natureza geoquimica dos terrenos e também a existéncia
de antigas explorac6es mineiras no Canal de Alcécer [4]. Contudo, ndo pode ser excluida a
hipotese de existir um transporte deste tipo de contaminantes através de alguma corrente da
zona norte para a zona sul do estuario. Por fim quanto ao local da amostra C, este situa-se
mais longe dos sitios de maior acumulacdo dos contaminantes, apesar de se situar também a
norte do estuario e ainda perto da zona industrial e urbana de Setubal. As fracdes desta
amostra ndo revelaram citotoxicidade nem genotoxicidade, o que provavelmente acontece
devido a intersecdo de diferentes fatores, tais como, o elevado hidrodinamismo exercido tanto
do rio como do mar, o baixo nivel de deposicdo e acumulacdo de particulas devido as
caracteristicas do sedimento desse local (sedimento arenoso) o que indica um nivel de
contaminacdo mais baixo. Todos estes fatores associados com os resultados deste trabalho e
de outro realizado recentemente por Pinto (2011) [30] sugerem a possibilidade de usar esta
zona de amostragem (amostra C) como uma potencial referéncia para este estuario. Contudo,
existem outros estudos que apontam a zona norte do estuério, onde esta amostra se encontra
inserida, como uma zona onde 0s contaminantes que sdo descarregados no estuario sdo
predominantemente retidos [1,4], mas 0s nossos resultados sugerem que podera existir uma

deposicéo preferencial ao longo da margem.
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Apesar de ndo haver dados da analise quimica das fracGes, tendo em conta os valores
das andlises das amostras totais, é possivel sugerir uma distribuicdo dos diferentes
contaminantes pelas trés fracdes devido as diferentes polaridades que estes possuem. Através
do Anexo 2, verificamos que a amostra C possui quantidades relativamente baixas de
contaminantes o que vai de encontro a sugestdo de amostra limpa e de auséncia de efeitos
bioldgicos em células humanas. A amostra A, pelo contrario ja possui quantidades de metais
acima dos valores-guia (TEL e PEL) que podem estar associados a inducdo de lesbes no
ADN. A amostra P como ja era esperado, devido aos resultados obtidos no decorrer deste
estudo é a que apresenta valores mais elevados de alguns metais e de alguns HAPs
ultrapassando também alguns dos valores-guia. Estas quantidades de contaminantes
analisados nas analises quimicas, encontram-se de acordo com outros estudos feitos sobre
sedimentos estuarinos em que se estabeleceu uma associacdo entre valores elevados de HAPs
e metais e zonas industriais, mais urbanizadas e portos [30], tal como se verifica na amostra P.

O facto de algumas amostras e concentragcdes induzirem citotoxicidade e néo
genotoxicidade ou vice-versa, pode ser hipoteticamente explicado pelas misturas de
contaminantes muito complexas que existem nas amostras e ainda pela capacidade desses
mesmos contaminantes interagirem uns com os outros. Além disso, tal como este estudo,
existem outros feitos anteriormente em que foram estudados sedimentos estuarinos e que
demonstraram que induzem citotoxicidade ndo induzem obrigatoriamente genotoxicidade
[81], uma vez que os mecanismos que medeiam ambos 0s processos podem diferir.

Hoje em dia, é j& sabido que os metais, PCBs, HAPs e DDT se encontram diretamente
associados com a formagdo de ROS ou de alguns metabolitos com um grande potencial
oxidativo [12, 15], e de facto, algumas das fragcOes das amostras estudadas neste trabalho
foram capazes de induzir stress oxidativo, ao nivel genético, nas células. Para além disso,
estes resultados estdo de acordo com os resultados da analise quimica dos sedimentos (Anexo
2), dado que a amostra P que é a mais contaminada é também a que possui um nivel mais
elevado de sitios sensiveis a enzima FPG, sugerindo a existéncia de lesbes oxidativas no
ADN. Por hipotese, estas poderdo estar associadas a existéncia de HAPs e metais nos extratos.
Esta amostra possui ainda os valores mais elevados de pesticidas que sdo também conhecidos
por induzir diversos danos no ADN das células, nomeadamente danos oxidativos [81],
sugerindo que os pesticidas com uma menor polaridade possam ter sido extraidos pelo

solvente n-hexano (fracdo 2), uma vez que esta fracdo é a que possui maior % de danos
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oxidativos na amostra P. O facto de a fragéo 4, ser a que produz citotoxicidade na amostra A e
genotoxicidade na amostra P, pode ser hipoteticamente explicado pela diferenca de
contaminantes das amostras, pois a amostra A possui essencialmente contaminantes
metalicos, como ja foi referido anteriormente, 0 que pode indicar que a genotoxicidade da
amostra P possa ser preferencialmente induzida por metais, HAPs e PCBs ou pela sua
mistura. A genotoxicidade da amostra P podera ser explicada pelo facto dos metais
constituirem cerca de 40% dos compostos cancerigenos, considerados hoje em dia os
principais compostos genotdxicos presentes no ambiente, acoplado ao facto de possuirem a
capacidade de iniciar reacbes que conduzem a formacdo de ROS que possuem efeitos
genotoxicos [82].

Em resumo e englobando todos os resultados obtidos geraram-se informacdes
importantes e complementares para a caraterizacdo da citotoxicidade e genotoxicidade dos
sedimentos do Estuario do Sado. Apesar de todos estes resultados, para a correta avaliagdo do
risco de exposicdo para a salde publica e humana, devem ser considerados mais ensaios para
a complementacdo dos resultados ja obtidos, pois existe um risco de os ensaios realizados ndo
revelarem todo o potencial toxico das amostras [3].

Como jé foi referido anteriormente, o Estuério do Sado € um importante local de pesca
da regido de Setibal e por isso todas as amostras foram recolhidas em locais que sdo
frequentemente usados como locais de pesca. As espécies capturadas sdao uma grande fonte
alimentar nesta zona e também uma importante parcela na economia local [1,4,26]. Isto torna
0 problema da contaminacdo ambiental do estuario num problema de satde publica ndo sé
nesta zona, mas também numa regido mais alargada do pais, uma vez que muitas das espécies
ai pescadas sdo distribuidas a nivel regional. Para além disso, os produtos hortofruticolas que
se cultivam nas margens deste estuario encontram-se também expostas aos contaminantes
ainda que de forma indireta, pois sdo regados com as aguas do estuario. Consequentemente, a
populagéo vai estar mais uma vez exposta uma vez que esses produtos fazem parte da sua
alimentacéo diaria. Estudos realizados em areas estuarinas de outros paises da Unido Europeia
tém revelado uma associagdo entre as descargas de &reas industrializadas e mais urbanizadas e
0 potencial risco mutagénico dos sedimentos estuarinos [83]. Outros estudos demonstram
ainda a existéncia de bioacumulacdo de contaminantes nas partes ediveis de varias espécies
aquaticas, o0 que € uma agravante para as populagdes que consomem estas espécies, uma vez

que muitos dos contaminantes presentes no estuario em concentracbes mais altas estdo
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diretamente associados & ocorréncia de doencas cardiovasculares graves e diversos tipos de
cancro, como o cancro mamario [19,31].

Os presentes resultados conjuntamente com os de outros estudos apontam para a
importancia de continuar a estudar o impacto da exposicéo a esses contaminantes estuarinos
na salde humana e na ecologia do ecossistema. Uma vez que a identificagdo dos
contaminantes presentes nos sedimentos e o estudo dos efeitos adversos que estes podem
causar, representam um contributo relevante para a compreensao do risco a longo prazo para
0s ecossistemas envolventes [82]. Para a avaliacdo do potencial dos contaminantes
sedimentares para inducdo de efeitos genotdxicos devem ser entdo feitos mais ensaios, cujos
resultados complementem os j& obtidos e apresentados neste trabalho. Uma dessas
possibilidades é a realizacdo do ensaio dos micronucleos, que avalia a atividade clastogénica e
aneugénica de poluentes cancerigenos [83,84]. Uma vez que as nossas amostras possuem As,
Cd e benzo[a]pireno que, segundo a IARC pertencem ao Grupo 1 (sendo compostos ja
identificados como mutagénicos e cancerigenos para 0s humanos e animais) e ainda possuem
Ni, Pb, benzo[a]antracina, criseno, benzo[a]fluoranteno, indeno[1,2,3-cd]pireno e DDT que
pertencem ao Grupo 2B (compostos provavelmente cancerigenos para o Homem), e séo
suspeitos de induzir a longo prazo efeitos genéticos adversos, o ensaio do microndcleos seria
uma boa forma de complementar os resultados obtidos neste estudo[83,85].

Os resultados obtidos ndo devem, porém, ser ignorados, pois estes resultados em
conjunto com as analises quimicas das amostras ndo fracionadas e com os resultados do
Anexo 2, sustentam as afirmac@es de anteriores estudos realizados neste estuario que revelam
que este possui um risco moderado de contaminacdo. Além disso, foi possivel verificar que
existem grandes quantidades de alguns metais, como o As, Cr, Cu, Pb e Zn, que ao contrério
da maioria dos poluentes organicos, ndo podem ser quimicamente ou biologicamente
degradados, ficando acumulados nos sedimentos do estuario [86]. Outros compostos que
também se encontram no estudrio sdo os pesticidas, diversos produtos deste tipo ja foram
proibidos devido aos seus efeitos mutagénicos e cancerigenos, contudo estes ainda persistem
sobretudo em sedimentos e no solo devido as suas propriedades lipofilicas, que os tornam
contaminantes a ter em conta aquando a avaliacdo dos sedimentos estuérios [87].

Para consubstanciar uma melhor avaliagdo da contaminagdo deste estuario poderia
sugerir-se a recolha e analise de mais amostras deste estuario, uma vez que neste trabalho ¢

apenas utilizada uma amostra de cada zona do estuario. Além disso, podem ser
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experimentados outros tipos de fracionamento de modo a que se consigam separar de uma
forma mais eficaz os diferentes tipos de contaminantes consoante as suas carateristicas, o que
ndo se sabe se foi conseguido neste método de fracionamento por nao se terem resultados de
analises quimicas das fracdes [88]. Exemplos de outros fracionamentos que podem ser
utilizados s&o o fracionamento por banhos de ultrassons ou por micro-ondas [77].

Uma vez que diversos compostos encontrados no estuario se encontram em mais que
um ecossistema, € dificil para a populagdo humana evitar a sua exposi¢cdo, mesmo que seja
minima [77]. Dado isto torna-se de extrema importancia avaliar os efeitos que estes
compostos podem provocar no Homem e avaliar as quantidades em que estes se encontram no
meio ambiente, neste caso especifico no Estuério do Sado.

Deste estudo podemos retirar como conclusdes finais que, um estudo deste tipo permite
selecionar as fracGes que deverdo ser prioritariamente analisadas quanto ao seu contetido de
contaminantes, quando ndo existe possibilidade ou verba para se fazer uma analise a todas as
fracdes. Informa também sobre a utilidade da extracdo com diferentes solventes para estudos
futuros, isto é, devido aos nossos resultados, o diclorometano parece ndo revelar muita
importancia, podendo-se ainda propor em estudos futuros a utilizacdo de n-hexano:metanol
como mistura de extracdo. Ainda com a perspetiva de ensaios futuros, existe a possibilidade
de se realizarem ensaios in vivo com estas amostras, de forma a entender melhor os seus
efeitos no contexto de um organismo por inteiro. Concluimos ainda que o ensaio do Cometa e
as celulas HepG2 sdo adequados para a avaliacdo de efeitos genotdxicos deste tipo de
amostras. Por fim, é importante focar que se espera integrar os dados obtidos neste estudo
com os da toxicidade em organismos aquaticos, valores de contaminantes e com os dados do
inquérito realizado a uma populagdo local, de modo a que estes fatores todos em conjunto,

contribuam para a avalia¢do do risco que este estuario pode ter para a salde dessa populacéo.
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Anexo 1 — Valores de parametros do ensaio do Cometa

Tabela 1A — Tabela com os valores dos trés replicados da média da% de ADN na cauda na fracdo A2.

Amostra A2
Controlos Concentracdo (g selml)
DMSO H,0, 10 5 50 10 20
Sem Enzima | Com Enzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | Sem Enzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | Sem Enzima | Com Enzima
1Réplica | 317 578 129 58 53 0 6,30 [} 53 6,33 201 641 490 6,73
%Replica | 676 839 1949 3,12 8 14,09 883 N 848 nn 9,49 8,18 [ 0.9
3 Réplica | 634 42 4454 66,68 623 448 408 845 51 15 581 (AL 45 04
Médla 54 6,13 544 5054 0 [ 641 8,6 6,33 8,26 6,18 1% 53 8,12
£ 085 0,10 b4 480 055 11 079 037 057 013 112 030 046 058
Tabela 2A — Tabela com os valores dos trés replicados da média da% de ADN na cauda na fragdo A3.
Amostra A3
Controlos Concentracdo (g selml)
DMSO H,0, 10 5 50 10 20
Sem Enzima | Com Enzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | Sem Enzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | Sem Enzima | Com Enzima
LRélica | 1047 6,25 2689 9.8 0 536 9,66 159 7,00 919 700 894 1047 1591
%Réolica | 933 692 1202 61,54 458 761 115 430 832 9,08 147 146 6,82 1049
SRéplica | 13,08 1971 19,16 5447 1611 1345 11,05 n 1530 1430 1216 1038 983 13
Médla 109 704 2936 55,10 11,13 897 929 820 1021 1036 888 892 891 N1
EP 0,64 029 6,23 205 1% 133 0,66 141 149 099 09 049 063 09
Tabela 3A — Tabela com os valores dos trés replicados da média da% de ADN na cauda na fragdo A4.
Amastra Ad
Controlos Concentrago (g seiml)
DMSO K0, 10 5 50 10 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
1*Rénlica | 860 1488 2662 59,15 19 1130 19 1387 979 us 1530 130 u3 997
ZRélca | 58 534 11,3 49,2 5U 87 99 148 15 9,65 64 951 119 1265
SRénlica | 427 15 19,18 3,01 4% 59 b1l 106 591 570 541 50 11 100
Media 6,24 926 18,98 79 6,02 853 180 1080 114 992 92 923 B3U 1790
EP 0n 1,66 258 405 054 0% 053 15 0,65 145 N 13 24 350
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Amostra C2
Controlos Concentracdo (mg semi)
DMSO K0, 10 5 50 10 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
PRéplica | 42 354 4804 55,20 271 614 375 245 50 445 59 47 33 474
ZRélica | 409 48 B0 63,55 58 530 6,76 850 6,0 6,72 508 4% 464 5,68
SRénlica | 427 15 19,18 3,01 6,31 4 6,68 823 445 8,05 497 581 48 902
Media 426 51 RIAK] 515 48 540 513 6,39 517 641 540 518 45 6,48
EP 005 071 482 489 062 03 057 114 027 061 017 018 030 075
Tabela 5A — Tabela com os valores dos trés replicados da média da% de ADN na cauda na fragéo C3.
Amostra C3
Controlos ConcentragBo (g se/ml)
DMSO K0, 10 Ay 50 10 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | Com Enzima
1*Rénlica | 530 418 2% 5767 673 630 537 871 513 5,60 478 58 510 6,21
ZRénlica | 1047 6,25 2689 198 11,64 148 1364 120 765 1365 1154 876 947 11
$Rénlica | 733 11,14 45,68 149 958 858 VAR 939 833 905 237 1032 6,5 550
Media 110 119 31,85 4064 93 165 10,38 845 13 943 9% 817 103 6,48
£ 087 119 405 154 082 028 147 038 045 13 139 08 074 038
Tabela 6A — Tabela com os valores dos trés replicados da média da% de ADN na cauda na fragdo C4.
Amostra C4
Controlos Concentragdo (g seiml)
DMSO K0, 10 5 50 10 A0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
L'Rénlica | 411 6,9 3764 6046 160 813 19 6,09 912 16,01 951 157 883 994
ZRénlica | 860 1488 26,62 59,15 1091 1260 1339 1388 989 939 100 1450 11,65 15,66
$Rélca | 549 63 4980 64,18 6% 9,66 102 6,15 186 82 941 109 n 1067
Media 6,07 935 380 61,27 850 103 1049 871 89 1134 9,68 125 923 1209
EP 07 160 386 087 070 076 091 149 034 13 03 15 075 10
Tabela 7A — Tabela com os valores dos trés replicados da média da% de ADN na cauda na fragdo P2.
Amostra P2
Controlos Concentracdo (mg semi)
DMSO K0, ) 5 Gl 10 A0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
PRéplica | 42 501 62,13 60,66 38 15,08 419 11,08 107 6,45 51 1601 11 28,06
2Rénlica | 6,70 1203 850 6759 840 126 911 82 6,5 10,76 912 1007 848 7
3Rénlica | 6,34 40 M54 66,08 59 166 48 561 6,24 803 503 9% 6,8 175
Media 5715 109 5063 6498 6,06 1079 6,04 830 6,61 861 6,62 120 149 2,09
£ 045 18 33 12 076 126 089 091 014 0n 0n 116 029 201
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Tabela 8A — Tabela com os valores dos trés replicados da média da% de ADN na cauda na fracdo P3.

Amostra P3
Controlos Concentracdo (mg semi)
DMSO K0, 10 5 50 100 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
I'Réplica | 530 418 0% 5767 6,04 6,10 460 6,58 6,69 191 33 541 647 1304
ZRélca | 933 69 120 61,54 AL 88 150 836 138 8,1 69 9,09 9,05 10,74
$Rénlica | 733 11,14 45,68 14,9 109 818 990 11,76 94 98 10y 1239 926 7
Media 13 14 2689 uni 84 15 13 907 1 852 115 898 826 1367
EP 067 17 51 862 075 041 038 087 044 031 130 115 052 110
Tabela 9A — Tabela com os valores dos trés replicados da média da% de ADN na cauda na fragéo P4.
Amastra P4
Controlos Concentragdo (mg sem)
DMSO H0, li 5 50 10 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
Réolica | 40 6,9 3764 6046 58 85 981 1017 4% 19 18 16,65 031 149
ZRénlica | 58 534 11,3 1962 116 151 161 920 1039 975 114 1025 10,16 1983
$Réplica | 540 63 1980 64,18 94 991 1300 1099 1078 JUWA] 1349 10 500 9%
Media 50 6,17 3% 58,09 13 8,05 1040 10,12 871 1131 8,48 129 1916 U8
£ 031 00 6,59 25 067 040 10 030 108 054 149 11 264 N
Tabela 10A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do comprimento da cauda na fracéo
A2.
Amostra A2
Controlos Concentracdo (mg seiml)
DMSO H,0, 10 5 50 100 A0
SemEnzima | Com Enzima | Sem Enzima | Com Enzima | Sem Enzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | Sem Enzima | Com Enzima | Sem Enzima | Com Enzima
1*Réplica | 369 6,26 1183 1366 13 630 834 118 6,79 6,45 308 6,68 550 53
%Replica | 697 6,63 1928 B4 822 10,14 158 10,13 829 10,63 8,66 879 879 987
3Réplica | 960 574 44,08 63,60 841 6,98 43 1059 10,70 10,76 R 04 6,68 1161
Médla 637 6,26 1928 1366 822 6,98 58 10,13 829 10,63 R 879 6,68 987
Ep 099 015 58 445 019 068 on 082 066 08 10 048 05 0%
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Tabela 11A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do comprimento da cauda na fracéo

A3.
Amostra A3
Controlos Concentragdo (mg seiml)
DMSO H,0, 10 5 5 100 0
SemEnzima | ComEnzima | Sem Enzima | Com Enzima | Sem Enzima | ComEnzima | SemEnzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | Sem Enzima | ComEnzima | Sem Enzima | Com Enzima
1*Réplica | 12,50 957 RIN] 893 BAU 139 1088 8,66 1 1403 9,05 1002 1026 18,65
%Réplica | 1094 6,45 1245 5198 649 939 127 59 186 1030 879 6,68 9,14 31
SRéplica | 11,9 6,39 5030 53,26 1508 154 1024 1425 1790 un 1457 11,08 948 1039
Média 1180 164 3185 5139 11,60 1077 946 963 1118 13,01 1080 9,26 963 14,05
EP 026 0,56 631 074 151 14 0,64 141 1% 079 109 076 019 140
Tabela 12A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do comprimento da cauda na fracéo
A4,
Amostra Ad
Controlos Concentragho (g seiml)
DMSO K0, 10 % 50 10 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | Com Enzima
I'Réplica | 8,70 un HQ 709 764 1138 108 1340 92 158 1850 15,06 78 3462
ZRélca | 448 612 1080 4935 350 161 6,75 1191 6,50 8 935 94 990 15
$Rénlica | 470 B JRE 375 887 198 642 151 557 583 59 6,02 884 1056
Media 5% 1134 BY 5,00 6,67 899 800 10% 110 973 1126 1034 154 1925
EP 079 15 406 59 0% 069 082 1,01 063 18 217 151 349 445
Tabela 13A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do comprimento da cauda na fracéo
C2.
Amostra C2
Controlos Concentracdo (mg semi)
DMSO K0, 10 5 50 10 A0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
PRéplica | 467 48 39,04 169 40 508 53 417 4n 6,38 4 461 33 506
ZRénlica | 439 48 381 59,60 500 6,05 502 6,9 18 94 6,02 13 10 62
3Rénlica | 470 B B 3,75 160 275 834 191 511 948 513 5% 53 10,74
Media 45 161 % aa 563 463 644 6,37 6,02 853 510 5% 525 130
£ 0,06 160 265 3% 059 05 055 0,66 049 048 031 046 065 10
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Tabela 14A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do comprimento da cauda na fracéo

C3.
Amostra C3
Controlos Concentragao (mg seiml)
DMSO K0, 10 5 50 10 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | Com Enzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
L'Rénlica | 6,27 500 25539 897 1397 13 51 831 104 134 58 10 5,62 14
ZRénlica | 1250 957 09 1893 B3N 766 1590 88 907 1776 1389 12,78 10,74 1169
3Rénlica | 903 198 1884 1897 109 797 114 883 802 785 1453 1040 6,55 516
Media 921 na 35,67 8% 1289 161 109 806 804 1092 113 1007 164 809
£ 104 253 400 517 055 010 170 010 034 198 1 0% 091 11
Tabela 15A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do comprimento da cauda na fracéo
C4.
Amostra C4
Controlos Concentracdo (mg semi)
DMSO K0, 10 5 50 10 A0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
PRéplica | 58 4T 4545 68,36 11,01 1094 1019 916 124 01 11,68 24,69 1086 1499
ZRénlica | 8,70 un 31 0% 1037 1349 103 1425 129 B 1382 1493 1316 1569
$Rénlica | 6,72 6,22 5089 59,26 88 10,05 23 18 9,06 978 1130 836 831 1351
Media 6% 8,56 B8 66,19 1007 1189 1552 1082 148 un 20 1599 10,78 173
EP 055 180 201 2,05 038 059 218 13 070 1% 04 AL 081 037
Tabela 16A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do comprimento da cauda na fracéo
P2.
Amostra P2
Controlos Concentracdo (mg seiml)
DMSO K0, 10 5 50 10 A0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | Com Enzima
1*Rénlica | 409 501 957 56,81 426 1892 416 333 851 168 43 BS 118 873
ZRénlica | 6,68 1090 463 5119 89 11,56 9,60 940 102 113 1000 114 999 1653
3Rélica | 940 514 408 63,60 198 1559 109 131 1001 1120 845 124 932 147
Media 6,79 ) 16,68 59,20 107 1536 6,9 1001 851 10,06 176 1580 903 nu
EP 092 107 092 W 08 13 091 10 050 069 088 25 038 205
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Tabela 17A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do comprimento da cauda na fracéo

P3.
Amostra P3
Controlos Concentragdo (mg se/ml)
DMSO H0, 10 5 50 10 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | Com Enzima
L'Rénlica | 6.7 500 5539 897 6,11 641 481 13 804 163 531 54 11 1355
ZRéglica | 1094 6,45 124 5198 mn 989 1034 844 848 915 8,1 1186 821 118
3 Rénlica | 903 198 1884 1897 941 6,54 1236 28 1027 99 148 33 104 0
Media 875 08 2889 3998 175 161 918 936 893 890 957 10 853 1589
EP 078 N 6,15 6,08 0.5 0,66 130 086 039 039 156 140 053 1,8
Tabela 18A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do comprimento da cauda na fracéo
P4,
Amostra P4
Controlos Concentragdo (mg sem)
DMSO K0, 10 5 50 10 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
I'Réplica | 543 47 45 68,36 6,66 8 11,06 1338 83 1974 18 %3 3016 Ny
ZRénlica | 448 6,12 1080 193 830 597 85 8,69 15 825 558 17 946 1946
$Réplica | 67 62 5089 59,26 1078 iy un uu 1238 1390 437 1730 304 138
Média 550 589 N 58,99 858 11% 1145 12,06 1076 13% 926 188 BY 3134
£ 037 00 15 30 069 19 1,05 0% 07 19 15 24 39 356
Tabela 19A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do momento da cauda na fragdo A2.
Amostra A2
Controlos Concentragdo (mg seiml)
DMSO H,0, 10 5 50 100 0
Sem Enzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | Sem Enzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | Sem Enzima | Com Enzima | Sem Enzima | Com Enzima
1Réplica | 08 0,56 237 2,67 061 0,69 076 079 0,58 0,64 020 0,65 049 061
ERéplica | 0 0,88 475 17,70 103 193 L1 13 097 1% 112 118 092 13
FRéolica | 1,19 0,46 181 4550 089 087 042 118 0,94 1,02 089 098 058 108
Média 0n 0,63 10,65 299 034 103 076 107 083 1,01 074 093 0,66 117
EP 015 007 41 482 007 015 011 008 007 012 016 009 008 018
Tabela 20A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do momento da cauda na fragéo A3.
Amostra A3
Controlos Concentragdo (mg seiml)
DMSO K0, 10 5 50 10 20
Sem Enzima | Com Enzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | Sem Enzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | Sem Enzima | Com Enzima
Réplica | 165 079 123 25,64 202 062 138 034 079 181 081 13 145 3%
ERéplica | 137 067 213 33,64 050 101 080 040 093 13 0.9 075 094 108
3Réplica | 2,04 0,79 928 034 297 276 147 238 35 276 30 1,76 12 179
Médla 1,69 075 1459 3054 18 147 12 12 175 19 1,05 15 12 234
EP 0l 0,02 45 18 042 038 012 035 051 026 0. 017 0,09 035
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Tabela 21A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do momento da cauda na fragdo A4.

Amostra Ad
Controlos ConcentragBo (g se/ml)
DMSO K0, 10 Ay 50 10 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | Com Enzima
1*Rénlica | 1,14 284 13,64 4708 108 1,76 155 20 134 Al 3 231 6,3 1249
ZRélica | 055 050 190 2150 08 0% 103 1,65 091 128 137 i3 178 237
$Rénlica | 041 160 P 1502 080 065 075 080 050 052 060 065 090 180
Media 070 165 15 2981 077 12 0% 1,56 092 153 18 158 318 55
£ 03 039 1% 539 011 019 007 04 014 038 051 029 107 200
Tabela 22A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do momento da cauda na fracdo C2.
Amostra C2
Controlos Concentracdo (mg semi)
DMSO K0, 10 5 50 10 A0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
I'Réplica | 0,38 028 007 2867 03 051 037 037 041 062 064 08 026 04
ZRénlica | 0,40 039 1530 ¥4 058 059 059 109 0,68 089 050 066 052 058
FRéplica | 041 160 101 150 032 026 087 100 045 104 057 058 051 140
Media 040 076 JUNE) un 054 045 061 032 051 08 057 05 04 030
£ 000 04 20 409 010 006 0,08 013 005 007 002 00 005 0,18
Tabela 23A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do momento da cauda na fracdo C3.
Amostra C3
Controlos Concentrago (g seiml)
DMSO K0, 10 5 50 10 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | Com Enzima | SemEnzima | Com Enzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
1*Rénlica | 0,60 035 8 98 15 066 051 10 050 055 043 053 047 064
ZRélca | 1,65 079 12,3 25,64 1,78 078 251 036 089 29 197 13 15 12
$Rénlica | 090 21 2181 49 170 104 13 13 115 13 240 13 017 055
Media 1,05 18 1613 05 158 033 158 100 085 153 160 1,06 08 034
£ 018 04 34 48 010 006 034 0,05 0l 041 035 015 083 014
Tabela 24A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do momento da cauda na fragdo C4.
Amostra C4
Controlos Concentracdo (mg semi)
DMSO K0, 10 5 50 10 A0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
I'Réplica | 09 061 145 Hhu 11 15 103 089 186 510 21 51 147 18
ZRénlica | 14 28 1364 4708 148 23 465 23 157 WA 199 258 18 33
$Rélca | 057 068 803 3958 081 140 164 076 103 13 137 091 092 18
Média 0n 137 21,04 B9 11 165 prl} 13 149 266 184 281 14 27
EP 0 042 240 130 01 019 065 029 014 071 014 070 016 025
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Tabela 25A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do momento da cauda na fragdo P2.

Amostra P2
Controlos ConcentragBo (g se/ml)
DMSO K0, 10 Ay 50 10 0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | Com Enzima
L*Rénlica | 037 045 3% %2 038 48 041 28 109 067 051 6,81 084 991
ZRélca | 062 158 20 4001 109 19 1,26 13 074 158 128 1% 13 365
$Rénlica | 1,19 046 Ul 1550 091 168 074 081 08 125 1,04 170 1,01 458
Media 0n 083 263 4057 079 271 080 146 089 117 094 349 1,05 6,05
£ 014 0 167 156 012 059 014 029 0,06 015 03 09 008 11
Tabela 26A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do momento da cauda na fracdo P3.
Amostra P3
Controlos Concentracdo (mg semi)
DMSO K0, 10 5 50 10 A0
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima
I'Réplica | 0,0 03 81 98 0,66 05 037 069 071 081 044 047 059 23
ZRélca | 137 067 23 B4 085 103 109 108 090 095 089 132 110 157
3Rénlica | 0,90 PNl 2181 49 164 091 158 11 139 13 23 21 141 45
Media 0% 14 N1 08 105 033 10 119 100 103 115 130 1,04 L4
EP 013 043 447 50 01 008 020 019 012 009 029 0 04 053
Tabela 27A — Tabela com os valores dos trés replicados da média do momento da cauda na fracéo P4.
Amostra P4
Controlos Concentragho (mg seim)
DMSO H0, 10 i Gl 100 m
SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzima | ComEnzima | SemEnzimg | ComEnzima
R | 049 061 Jivy i 010 156 il 197 08 338 083 515 1048 un
PRéglca| 05 050 190 750 08 i 0% 1,06 1 105 078 1% 10 510
SRénlca | 057 068 80 1% 183 8 265 20 169 19 23 262 854 120
Média 054 059 JVAK] 34 0% Iyl 165 1 13 Al 14 331 681 962
£ 001 003 45 30 083 03 030 021 015 03 031 03 15 13
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Anexo 2 — Intervalos de valores dos contaminantes das amostras C, Ae P no
Estuario do Sado

Amostra SQGs
Contaminantes C A P TEL PEL
Elemento (ug.g-1) N&o As <5 20<V<30  10<V<20 7,24 41,6
metalico
Se <5 <5 <5 NA NA
Metalico g <5 <5 <5 0,68 4,21
Cr <5 70<V<80 70<V<80 52,3 160
Cu <5 90<V<100 >100 18,7 108
Ni <5 20<V<30 10<v<20 15,9 42,8
Pb <5 30<V<40 50<V<60 30,2 112
Zn 10<V<20 300<V<400 300<Vv<400 124 271
Organico  HAP  3-fing  Acenaftileno <dl. <5 5<V<10 587 128
(ng.g-1) Acenafteno <5 <5 5V<10 671 88,9
Fluoreno <5 <5 5<Vv<10 21,2 144
Fenantreno 10<Vv<20 30<V<40 60<V<70 86,7 544
Antracina <5 <5 5<V<10 46,9 245
4-1ing  Flyoranteno <5 30<V<40 200<V<300 113 1494
Pireno 10<V<20 30<V<40 100<V<200 153 1398
Benz[a]antraceno <5 10<V<20 70<Vv<80 748 693
Criseno <dl.  5<V<10 40<V<50 108 846
5-ring  Benzo[p]fluoranteno <5 10<V<20  70<v<80 NA NA
Benzo[k]fluoranteno <5 5<V<10 40<V<50 NA NA
Benzo[e]pireno <5 10<Vv<20 70<V<80 NA NA
Benzo[a]pireno <5 10<Vv<20 80<V<90 88,8 763
Dibenzo[a,h]antraceno <dl.  10<V<20 10<v<20 6,22 135
6-ring Indeno[1,2,3-
cd]pireno <dl. 10<V<20 100<V<200 NA NA
Benzo[ghi]perileno <dl 10<Vv<20 70<V<80 NA NA
tHAP 20<V<30 >200 >1000 1684 16770
Pesticidas tDDT <5 <5 <5 3,89 51,7
organoclorados BHC <5 <5 <5 0.32 0.99
tPCB <5 <5 5<V<10 216 189

Os valores dos contaminantes foram obtidos atraves da técnica de extracdo Inductively coupled plasma
mass spectrometry (ICP-MS) para os contaminantes metélicos. Para os contaminantes organicos, foi
utilizada a técnica Gas chromatography-mass system (GC-MS).TEL — Threshold effect level; PEL —
Probable effect level; SQG-Q — Sediment quality guideline quotient. + Concentragdo acima do TEL. ++
Concentracdo acima do PEL. — Concentragdo abaixo do TEL e PEL. < d.l. Concentracdo abaixo do limite
de deteco. V — Valor da concentracéo.

Nota: Os resultados desta tabela foram gentilmente cedidos por Carreira et al., (in press) [89].
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