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Ensaios desemvolvidos

Testes 
Ecotoxicológicos 

e avaliação de 
risco

a) Ensaios com embriões de peixe-zebra:

(1) Avaliação dos efeitos ecotoxicológicos elutriados de cinzas de
incêndios

(2) Avaliação dos efeitos ecotoxicológicas de perfluorados de cadeia
longa e curta (PFOS; PFOA; PFBS; PFBA; PFDA e PFUnA) incluidos
na lista de candidatos a estudos de toxicidade fornecida por
Santiago de Compostela

(3) Avaliação dos efeitos ecotoxicológicas das amostras de água
recolhidas no verão de 2020 nas campanhas de amostragem no
âmbito da atividade 1

(4) Avaliação da toxicidade de efluentes de ETAR fortificados com
CECs antes e após os métodos de tratamento desenvolvidos na
actividade 3

b) Ensaio de ciclo de vida completo com peixe zebra
(1) Metformina

(2) Naproxeno



a) Ensaios com embriões de Peixe-zebra:

Testes de Toxicidade com Embriões de Peixe Zebra
Protocolo adaptado de Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test da OCDE (2013)

96hpf



a) Ensaios com embriões de Peixe-zebra:

Testou-se a toxicidade de cinzas de um incêncio florestal real que ocorreu em
Agosto de 2020 no norte de Portugal (Castelo do Neiva 41º37’22.9’’N 8º46’59.5’’W)
numa zona de Eucaliptos e vegetação rasteira com elutriados das cinzas

Diluições dos elutriados:
0%
50%
75% 
87.5%

(1) Avaliação dos efeitos ecotoxicológicos de elutriados de cinzas de incêndios



a) Ensaios com embriões de Peixe-zebra:

(1) Avaliação dos efeitos ecotoxicológicos de elutriados de cinzas de incêndios

Resultados:
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 15 PAHs da lista da EPA mais o Reteno e não detetou nenhum dos compostos analisados
 PCBs – concentrações muito baixas
 Pesticidas - lindano (HCH), hexaclorobenceno (HCB), pp´-dichlorodiphenyltrichloroethane (pp´-DDT) 
e seus metabolitos apresentam concentrações mais elevada

PAHs Quantificação Química /INTECMAR

PCBs Pesticidas

a) Ensaios com embriões de Peixe-zebra:
(1) Avaliação dos efeitos ecotoxicológicos de elutriados de cinzas de incêndios



2) Ensaios com perfluorados de cadeia longa e curta (PFOS; PFOA; PFBS; PFBA; PFDA e 
PFUnA)

Testes de Toxicidade 
com embriões de peixe-zebra

20

Teste de toxicidade com embriões de 
oriço do mar (Paracentrotus lividus)

Concentrações testadas

de cada perfluorado:

1000 µg/L
400 µg/L
100 µg/L
40 µg/L
16 µg/L
6.4 µg/L
2.56 µg/L
1.024 µg/L

Concentrações testadas
de cada perfluorado:

10000 µg/L
1000 µg/L
100 µg/L
10 µg/L

a) Ensaios com embriões de peixe-zebra e de oriço do mar (96 horas):



2) Ensaios com perfluorados de cadeia longa e curta (PFOS; PFOA; PFBS; PFBA; PFDA e 
PFUnA)

a) Ensaios com embriões de peixe-zebra e de oriço do mar:

Zebrafish (D. rerio) Oriço (P. Lividus)
Mortalidade/

[µg/L]
Anomalias

/[µg/L]
Comprimento
larvar/[µg/L]

Anomalias/
[µg/L]

PFOS 10000 - 2.56; 1000 -

PFOA - - 40; 400; 1000 -

PFBS - - 6.4; 1000 -

PFBA - - - -

PFDA - 10000 1000 -

PFUnA 10000 10000 1000 -

Zebrafish (D. rerio) Oriço (P. Lividus)

NOEC/
[µg/L]

LOEC/
[µg/L]

NOEC/
[µg/L]

LOEC/
[µg/L]

PFOS 1000 10000 1.024 2.56

PFOA 10000 >10000 16 40

PFBS 10000 >10000 2.56 6.4

PFBA 10000 >10000 1000 >1000

PFDA 10000 >10000 400 1000

PFUnA 1000 10000 1.024 2.56



3) Efeitos ecotoxicológicas das amostras de água recolhidas nas campanhas de 
amostragem (LIMA 5; LIMA 8; AVE 1; AVE 2; CAVADO; Minho 6; Minho 8)

a) Ensaios com embriões de peixe-zebra (120 horas):

Lima 5 (P. de LIMA)

Lima 8 (P. BARCA)

Ave 1 (BAGUNTE)

Ave 2 (V. do CONDE)

Cávado

Minho 6 (MONÇÃO)

Minho 8 (CERVEIRA)



4) Avaliação da toxicidade de efluentes de ETAR fortificados com CECs antes e após os métodos de
tratamento desenvolvidos na actividade 3

- CECs: diclofenac, 17β-estradiol, 17α-ethinylestradiol
e amoxicilina (500 μg/L cada)

- Tratamentos da FEUP foram 2 tipos de membranas
tubulares cerâmicas revestidas com óxido de
titânio

a) Ensaios com embriões de peixe-zebra (96 horas):



(b) Ensio de ciclo de vida completo com peixe zebra expostos a CECs prioritários

Foram selecionados dois CECs (Metformina, Naproxeno) para efetuar uma análise
ecotoxicologica mais detalhadas

Metformina e Naproxeno em diferentes concentrações ambientalmente relevantes: 

Metformina: 361, 2166 e 13000 ng/L  

Avaliação dos efeitos:
- Parâmetros ecológicos - Crescimento e Reprodução
- Parâmetros Bioquímicos: níveis de colesterol e triglicerideos
e atividade da COX I

- Parâmetros moleculares - Transcritómica e Expressão génica
(vias metabólicas afetadas)



b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritários

Reprodução

1) Metformina

Eggs with 2 hpf: a – fertilized eggs; b – unfertilized eggs; c – un-activated oocytes

C

a



b) Ensaio de ciclo de vida completo com CEs prioritários

Reprodução

1) Metformina

Fecundity % Fertilization % of reproductions with non-activated 
oocytes

% non-activated 
oocytes

♂Ctrl x ♀Ctrl 286.4 ± 22,7 98.1 ± 0,7 0 0

MET = 13 000 
ng/L

♂Exp x ♀Ctrl 198.8 ± 62.9# 88.5 ± 4.1 56 22,57 ± 5,33

♂Ctrl x ♀Exp 226.9 ± 39.7 97.2 ± 0.8 0 0

Table 2. Chronic effects of MET on crossed reproduction fecundity (number of embryos/female/day), % of fertilization (% of fertilized
eggs/female/day), frequency of reproductions with small unfertilized eggs, and % of small unfertilized eggs of D. rerio after 4 months of exposure.
♂Exp x ♀Ctrl – reproduction of exposed male with a control female; ♂Ctrl x ♀Exp – reproduction of control male with exposed female. Data expressed
as mean ± standard error. Significant differences are highlighted in bold (p<0.05). Cardinals (#) indicate p<0.1.



Parâmetros Bioquímicos
Triglycerides

b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritários

1) Metformina

COX I Activity



b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritários

1) Metformina

Transcriptoma Fígado da concentração 1300 ng/L (genes/vias metabólicas afetadas)

Parâmetros Moleculares



Females

Inverted U-shaped curve
U-shaped curve

Expressão génica do Fígado q-PCR (vias metabólicas afetadas)

Males

Alteração da expressão de  genes relacionados 
Com:
- Cadeia transportadora de eletroes 

- Ciclo de krebs 
- Sintese de colesterol 
- Reprodução

b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritários

1) Metformina

Parâmetros Moleculares



Concentrações ambientalmente relevantes de Naproxeno: 83.3, 500 e 3000ng/l

Avaliação dos efeitos:

- Parâmetros ecológicos - Crescimento e Reprodução

- Parâmetros moleculares - Transcritómica (vias metabólicas afetadas)

b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritários

2) Naproxeno



b) Ensaio de ciclo de vida completo com CEs prioritários

2) Naproxeno

Parâmetros ecológicos (Reprodução)



b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritários

2) Naproxeno

Machos - Fígado Macho - Gônadas

Transcriptoma Fígado e Gônadas da concentração 3000 ng/L (genes/vias metabólicas afetadas)

Fêmeas - Gônadas

Fêmeas - Fígado

Parâmetros Moleculares



Modelo de ecossistema aplicado ao estuário do rio Minho
(AQUATOX, EPA-USA)

Incorpora características:

- Físicas
- Ambientais
- Biogeoquímicas
- Composição biológica/relações tróficas das
comunidades estuarinas



Ferramenta numérica de previsão da composição e funcionamento
do ecossistema sob o efeito de vários fatores de stress

Agradecimentos Nor-Water—Poluentes emergentes nas águas da Galiza-Norte de Portugal:

novas ferramentas para gestão de risco” financed by “Programa de Cooperação Interreg Portugal/Espanha”
[0725_NOR_WATER_1_P/(POCTEP) 2014-2020]

No âmbito de uma tese de Mestrado:

- 4 CEs (BPA, 4-NP, EE2, DCF) 

- Fenantreno, Fluoranteno (PAHs)

- 2 cenários de aumento de temperatura: RCP4.5/RCP8.5



Ferramenta numérica de previsão da composição e funcionamento
do ecossistema sob o efeito de vários fatores de stress

Agradecimentos Nor-Water—Poluentes emergentes nas águas da Galiza-Norte de Portugal:

novas ferramentas para gestão de risco” financed by “Programa de Cooperação Interreg Portugal/Espanha”
[0725_NOR_WATER_1_P/(POCTEP) 2014-2020]

- 2 CEs (BPA, 4-NP) induzem efeitos adversos

a médio prazo (10 anos);

- 2 CEs (EE2, DCF) não causam efeitos percetíveis;

- Efeito sinergístico adverso dos 4 CEs no ecossistema;

- Globalmente, os aumentos de temperatura testados

(RCP4.5/RCP8.5) têm um impacto adverso inferior ao da

mistura dos 4CEs. 

“…we recommend that food web models of rivers and estuaries be used 

as tools to support implementation of legislation regarding the 

Environmental Quality Standards (EQS) of down-the-drain contaminants, 

particularly the ones widely used by human populations.”



Compostos pré-selecionados

Acesulfame

Acetamidoantipyrine

Acetominophen

BPS 

Diclofenac 

Diuron

e-Caprolactam 

Metformin

PFMS 

Propanil 

TCPP

Tributoxyethyl phosphate

Xylenesulfonate

Aplicação a outros contaminantes

Trabalho em curso para a metformina e acetominofeno



10 Artigos publicados com agradecimento ao Nor-Water:



Obrigada pela vossa Atenção!


