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Ensaios desemvolvidos

a) Ensaios com embrides de peixe-zebra:

(1) Avaliacao dos efeitos ecotoxicoldgicos elutriados de cinzas de
incéndios

(2) Avaliacao dos efeitos ecotoxicoldgicas 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
Testes

Ecotoxicoldgicos
e avaliacao de
risco

(3) Avaliacao dos efeitos ecotoxicolégicas das amostras de agua
recolhidas no verao de 2020 nas campanhas de amostragem no
ambito da atividade 1

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

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

(2) Naproxeno
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a) Ensaios com embrides de Peixe-zebra: @ interreg M NQMOLer

Espana - Portugal

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

=> ~
- - Periodo de Exposi¢cao
oo : \O Inicio do ensaio | | | 5| Final do ensaio

ostos Contro ! ! ! !
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Tabela 2- Fases de desenvolvimentos e pardmetros a registar

hpf 8 hpf 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf
Larvae

Pardmetros
Taxa de mortalidade X X X X X
Divisdo celular X
Desenvolvimento X X X X X
(atraso/avangado)
Natacao livre X
Desenvolvimento dos olhos X X X X
Malformacgoes da cabeca X X X X
M. da cauda X X X X
Edema saco vitelino X X X X
Edema do coracdo X X X X
Distribuigdo dos X X X X
melanoforos
Frequéncia cardiaca X X X X
Taxa eclosdo X X




a) Ensaios com embridoes de Peixe-zebra:

(1) Avaliacao dos efeitos ecotoxicologicos de elutriados de cinzas de incéndios

Testou-se a toxicidade de cinzas de um incéncio florestal real que ocorreu em
Agosto de 2020 no norte de Portugal (Castelo do Neiva 41237°22.9””’N 8246’59.5”"W)
numa zona de Eucaliptos e vegetacao rasteira com elutriados das cinzas

Dilui¢oes dos elutriados:
0%

50%

75%

87.5%
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a) Ensaios com embrioes de Peixe-zebra:
(1) Avaliacao dos efeitos ecotoxicologicos de elutriados de cinzas de incéndios
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Mortalidade :
Edemas Atrasos no desenvolvimento
100 * # # # 100 % 100 " % *
90 S g -
_. 80 @80 % =] ESE . * * ¥
£ 70 g 28
$ 60 T 60 < § 60
o] EE
o 50 * «* £ * * o S
E 40 S a0 b o 40
S 30 3 8 &
Z 5 ‘T 20 i 5 g 20
g E
8 izs ol : i :
o #Ukk# #0Nd# «LNM#  #0RN# S o, #tea gty wrlle #rQl# o #TH # gt #T | B
24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf
Fase do Desenvolvimento Embrionario (hpf) Fase do Desenvolvimento Embrionario (hpf) Fase do Desenvolvimento Embrionério (hpf)
EControlo B gp MES0 M E75 B E875 EControlo ® EO MWES0 W e75 B E875 EControlo W EO MWESO M e75s B E875
~ Teste sensorial as 96hpf oOMPrimento larvar as 96hpt
Taxa de eclosdo oo ) .
© £ 3500
100 o £ S0 5
E ° »
= E 80 * st
80 § © 2500
g 5eg :
5 60 g =% 5o E e
'@ <ES x g 1500
§ 40 “:;% 20 ‘2 1000
20 g E 20 T 500
* 5 2 10 T d
- T T I 0
0 T ; = o = Controlo EO ES0 E75 E87,5
controlo  EO ESD E75 E87,5 ’
EO E50 Tratamento

Tratamento

N&Nwater

Espana - Portugal

ogional




a) Ensaios com embrides de Peixe-zebra:

Quantificacao Quimica /INTECMAR

@ interreg E ﬂQPUQ@t@F

Espa

(1) Avaliacao dos efeitos ecotoxicoldgicos de elutriados de cinzas de incéndio

ortugal

PAHs
Compuesto PCBs
AONT ANATN AN CO000920 CO000920 elutriado
Naftaleno CONTAMINANTE (ng/g)/ WHO-TEQ pg/g (ng/mL)! WHO-TEQ pg/mL
Acenafieno PCB 31 0.12 0.0072
Fluoreno PCB 28 0.18 0.0079
Fenantreno PCB 52 0.06 0.0069
Antraceno PCB 101 0.12 0.0055
Fluoranteno : :
PCB 118 0.12/3.6 107 0.0062/1.86 10”
Pireno
PCB 153 0.37 0.0121
Benzo[a]antraceno _ _
. PCB 105 0.13/3.910° 0.0083/2.49 107
Criseno
PCB 138 0.32 0.0083
Retene
PCB 156 0.03/0.9 107 345107/1.04 107
Benzo[b]fluoranteno
PCB180 0.18 0.0035

Benzo[k]fluoranteno

Pesticidas
) 2
coNTAMINANTE | 020 | g
= (ng/mL)
a— HCH 0.23 0.0245
HCB 0.21 0.0076
- HCH 0,47 0.0324
Heptaclor 0.15 0.0728
Aldrin 0.12 0.0145
Heptaclorepoéxido 0.19 0.0131
p.p - DDE 0.54 0.0224
Dieldrin 0.29 <LD
Endrin <LQ <LD
p.p - DDD 0.25 <1LD
o.p-DDT 0.15 <LD
p.p-DDT 0.33 <1D

Benzo[a]pireno

Dibenzo[a,h]antraceno

Benzo[ghi]perileno

Indeno[1,2,3-cd]pireno

v 15 PAHSs da lista da EPA mais o Reteno e ndo detetou nenhum dos compostos analisados
v' PCBs — concentra¢bes muito baixas
v Pesticidas - lindano (HCH), hexaclorobenceno (HCB), pp’-dichlorodiphenyltrichloroethane (pp’-DDT)
e seus metabolitos apresentam concentra¢des mais elevada



a) Ensaios com embrides de peixe-zebra e de orico do mar (96 horas):

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

Testes de Toxicidade

com embrides de peixe-zebra
1 2 3 “ 5 6

Teste de toxicidade com embrioes de
orico do mar (Paracentrotus lividus)

¥ ConcentragBes testadas
~ de cada perfluorado:

1000 pg/L
400 pg/L
.100 pg/L
40 pg/L
16 pg/L

Concentracgdes testadas
de cada perfluorado:

10000 pg/L o 6.4 pug/L
1000 pg/L — 2.56 pg/L
100 pg/L v 1.024 pg/L
10 pg/L
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a) Ensaios com embrides de peixe-zebra e de orico do mar: @ Inierreg B NG uuoker
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2) Ensaios com perfluorados de cadeia longa e curta (PFOS; PFOA; PFBS; PFBA; PFDA e
PFUNA)

] Zebrafish (D. rerio) Orico (P. Lividus

Mortalidade/ Anomalias Comprimento Anomalias/
[ng/L] /Tug/L] larvar/[pg/L] [ug/L]
10000 - 2.56; 1000 =
- - 40; 400; 1000 -
- - 6.4; 1000 -
- 10000 1000 -
10000 10000 1000 -

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

NOEC{ LOEC/ NOEC{ LOEC/
[ne/L [ne/L] [ne/L [ne/L]
1000 10000 1.024 2.56
10000 >10000 16 40
10000 >10000 2.56 6.4
10000 >10000 1000 >1000
10000 >10000 400 1000

1000 10000 1.024 2.56



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

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

Lima 5 (P. de LIMA) 'gg:

Lima 8 (P. BARCA) 80

Ave 1 (BAGUNTE) = 70-
Ave 2 (V. do CONDE) > 607
Cavado s 507

- — £ 40
Minho 6 (MONGAO) S 30-
Minho 8 (CERVEIRA) 204
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a) Ensaios com embrides de peixe-zebra (96 horas): @ lnterreg @ NGQwoker

Espafia - Portugal "
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4) Avaliagao da toxicidade de efluentes de ETAR fortificados com CECs antes e apds os métodos de
tratamento desenvolvidos na actividade 3

- CECs: diclofenac, 17B-estradiol, 17a-ethinylestradiol
e amoxicilina (500 pg/L cada)

- Tratamentos da FEUP foram 2 tipos de membranas
tubulares ceramicas revestidas com oOxido de
titanio

Fig. 7. Abnormalities observed in the zebrafish embryo bioassay: Pericardial
oedema — black arrow; yolk sac oedema — red arrow at 48 hpf exposition to
CECs + real matrix (A); Abnormal notochord formation at 96 hpf exposition to
CECs + synthetic matrix (B); normal development at 96 hpf recorded in CECs +
real matrix + MA-3 (C), CECs + real matrix + MB-2 (D) and control — synthetic
water (E).



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

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

Metformina e Naproxeno em diferentes concentracdes ambientalmente relevantes:

Metformina: 361, 2166 e 13000 ng/L

Avaliagao dos efeitos:
- Parametros ecoldgicos - Crescimento e Reproducao

- Parametros Bioquimicos: niveis de colesterol e triglicerideos
e atividade da COX |

- Parametros moleculares - Transcritomica e Expressao génica
(vias metabodlicas afetadas)
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Espafia - Portugal

b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritarios iy

1) Metformina

Reproducao

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



@ Interreg B N Ea
b) Ensaio de ciclo de vida completo com CEs prioritarios Espafia - Portugal ™ Nowater
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1) Metformina

Reproduc¢ao

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.
JExp x @Ctrl — reproduction of exposed male with a control female; G'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.

_ Fecundity % Fertilization % of reproductions with non-activated % non-activated
oocytes oocytes

S'cent X Pcer 286.4 + 22,7 98.1+0,7 0
MET =13 000 Fexp X P 198.8 £ 62.9% 88.5+4.1 22,57 £5,33

ng/L Fetnt X Pexp 226.9 +39.7 97.2+0.8



b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritarios

1) Metformina

Parametros Bioquimicos

@ interreg HE n PL,JQL,@F

Espana Portugal
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b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritarios

1) Metformina

-Log10 (padj)

-Log10 (padj)

501

Male Differentially Expressed Genes
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Parametros Moleculares
Transcriptoma Figado da concentrag¢do 1300 ng/L (genes/vias metabodlicas afetadas)

@ up4s4
® DOWN 3060

® NO 19 914

L]
-10 g 10

Female Differentially Expressed Genes

=10 -5 70" 5 10
log2FoldChange

®up1n1
® DOWN 332

® NO17 788

15

Control 13000 ng/L 13000 ng/L Control
Male Male Female Female



b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritarios O lnterres B GOMuaLer
1) Metformina Espatia- Portugal

Parametros Moleculares
Expressao génica do Figado g-PCR (vias metabdlicas afetadas)

22 5
20 4
18 3
16

1 Inverted U-shaped curve %

* 2 -
18 - I U-shaped curve

16 1
14
12 1
1 4
0,8 -1
06 1
04
0.2 1
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Female mRNA expression relative to rp/13

Male mRNA expression relative to rpl13
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b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritarios

2) Naproxeno

ConcentracGes ambientalmente relevantes de Naproxeno: 83.3, 500 e 3000ng/|

Avaliacao dos efeitos:

- Parametros ecolégicos - Crescimento e Reproducao

- Parametros moleculares - Transcritdmica (vias metabdlicas afetadas)

‘@ lnterreg _] NGNwoter
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b) Ensaio de ciclo de vida completo com CEs prioritarios
2) Naproxeno

Parametros ecoldgicos (Reproducao)
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b) Ensio de ciclo de vida completo com CEs prioritarios O lnierreg M NGQwoker
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2) Naproxeno
Parametros Moleculares

Transcriptoma Figado e Gonadas da concentrag¢do 3000 ng/L (genes/vias metabdlicas afetadas)
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Modelo de ecossistema aplicado ao estuario do rio Minho
(AQUATOX, EPA-USA)

o o iy ek Incorpora caracteristicas:
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3 00 Vicafossig o
g 1 ( j Biogeoquimicas
= l f l J | l f ! - Composicao bioldgica/relagoes troficas das

comunidades estuarinas

Food web
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Ferramenta numeérica de previsao da composicao e funcionamento
do ecossistema sob o efeito de varios fatores de stress

Single and combined effects

of four emerging pollutants
and two polycyclic aromatic No ambito de uma tese de Mestrado:

hydrocarbons on the

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

macroinvertebrate
communities from the Minho

- Fenantreno, Fluoranteno (PAHs)

estuary under different
temperature rise scenarios

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

Céandido Artur Carmezim Xavier
Mestrado em Biologia e Gestio da Qualidade da Agua
Departamento de Biologia

2020

Orientador
Irene Martins, Researcher, CIIMAR
Coorientador

Maria Natividade Vieira, Associated Professor, FCUP

AgradECimentOS Nor-Water—Poluentes emergentes nas dguas da Galiza-Norte de Portugal:

novas ferramentas para gestdo de risco” financed by “Programa de Cooperacdo Interreg Portugal/Espanha”
[0725_NOR_WATER_1_P/(POCTEP) 2014-2020]
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Abstract: Due to non-linear interactions, the effects of contaminant mixtures on aquatic ecosystems
are difficult to assess, especially under temperature rise that will likely exacerbate the complexity
of the responses. Yet, under the current climatic crisis, assessing the effects of water contaminants

and is paramount to

ing the biclogical impacts of mixtures of stressors on
aquatic ecosystems. Here, we use an ecosystem model followed by global sensitivity analysis (GSA)
to prioritize the effects of four single emerging contaminants (ECs) and their mixture, combined with
two temperature rise scenarios, on the biomass production of a NE Atlantic estuary. Scenarios ran
for 10 years with a time-step of 0.1 days. The results indicate that macroinvertebrate biomass was
significantly explained by the effect of each single EC and by their mixture but not by temperature.
Globally, the most adverse effects were induced by two ECs and by the mixture of the four ECs,
although the sensitivity of macroinvertebrates to the tested scenarios differed. Overall, the present
approach is useful to prioritize the effects of stressors and assess the sensitivity of the different
trophic groups within food webs, which may be of relevance to support decision making linked to
the sustainable management of estuaries and other aquatic systems.

Keywords: AQUATOX; ecosystem model; standard regression coefficients; general linear model;
endocrine disrupting chemicals; BPA; Scrobicularia plana; Carcinus maenas

1. Introduction

O interreg M NGNwoker
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Ferramenta numérica de previsao da composi¢ao e funcionamento
do ecossistema sob o efeito de varios fatores de stress

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

a médio prazo (10 anos);

2 CEs (EE2, DCF) nao causam efeitos percetiveis;

Efeito sinergistico adverso dos 4 CEs no ecossistema;

Globalmente, os aumentos de temperatura testados
(RCP4.5/RCP8.5) tém 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.”

AgradECimentOS Nor-Water—Poluentes emergentes nas dguas da Galiza-Norte de Portugal:
novas ferramentas para gestdo de risco” financed by “Programa de Cooperagdo Interreg Portugal/Espanha”

[0725_NOR_WATER_1_P/(POCTEP) 2014-2020]
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Aplicacao a outros contaminantes
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