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1. INTRODUGAO

1.1. ENQUADRAMENTO E OBJECTIVOS

A enguia-europeia, Anguilla anguilla (Linnaeus, 1758), € uma espécie migradora catadroma
que apresenta um dos mais fascinantes ciclos de vida (Figura 1.1). Apds a reproducdo, que
ocorre no mar dos Sargacos, as larvas, leptocéfalos, sdo transportadas pelas correntes do
Golfo e do Atlantico Norte até alcancarem a plataforma continental da Europa e Norte de
Africa, onde sofrem uma metamorfose transformando-se em enguias de vidro, também
designadas por angulas ou meixd0. E nesta fase que colonizam os sistemas aquéaticos
continentais, migrando ao longo do leito dos cursos de agua até atingir ambientes adequados
ao seu desenvolvimento, onde se transformam em enguias amarelas. Aqui passam grande
parte da sua vida, até se tornarem enguias prateadas e iniciarem a migracao reprodutora de

regresso ao mar dos Sargagos, morrendo apos o processo de desova.
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Figura 1.1. Ciclo de vida da enguia-europeia, Anguilla anguilla.
(Adaptado de Dekker, 2003)

O stock da enguia-europeia encontra-se em franca regressao desde a década de 1980, como
resultado de inUmeros factores que actuam tanto a nivel oceénico como continental. Apesar
das modificagdes nas correntes oceanicas, resultantes de alteragbes climaticas, poderem
afectar a migracdo das larvas, a maioria dos constrangimentos ocorre em aguas continentais
(Feunteun, 2002). Entre eles destacam-se a sobrepesca de meixdo, que se iniciou com a forte

procura para aquacultura em paises asiaticos, a reducdo do habitat disponivel devido a

construcdo de barragens e acudes, a degradacdo da qualidade da agua por contaminantes e a
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presenca do nematode parasita, Anguillicola crassus Kuwahara, Niimi e Hagaki 1974, que se
instala na bexiga gasosa das enguias, podendo afectar a sua funcionalidade e inviabilizar a
migracao reprodutora (ICES, 2006; 2007).

O acentuado declinio da populacdo tem vindo a preocupar a comunidade cientifica, a ponto
de, em 1998, o ICES ter declarado que a espécie se encontrava fora dos limites biolégicos de
seguranga, € que a pesca ndo era sustentavel, alertando, a Comissdo Europeia para a
necessidade urgente de tomar medidas tendentes a inverter a situacdo. Volvidos dez anos, 0s
Estados-Membros, ao abrigo do Regulamento (CE) n.° 1100/2007, passaram a ser obrigados a
elaborar Planos de Gestdo da Enguia em cada bacia hidrografica (ou a nivel nacional), os quais
terdo que garantir a fuga de pelo menos 40% das enguias prateadas que migrariam dos seus

rios para se reproduzir, caso ndo existissem constrangimentos antrépicos.

Apesar dos efeitos negativos que os contaminantes (entre eles, os metais) e o parasita
A. crassus podem ter na saude e sobrevivéncia da enguia, contribuindo para reduzir a
condicdo das enguias e, consequentemente, a qualidade dos reprodutores (Robinet e
Feunteun, 2002), os dados existentes em Portugal sobre estes aspectos sdo escassos. Com o
intuito de preencher essa lacuna, o presente projecto teve como objectivo primario
contribuir para a avaliacdo da susceptibilidade da enguia a ambos os tipos de contaminacao a
nivel nacional. A seleccdo dos locais a estudar recaiu sobre sistemas salobros por ai existirem
grandes concentracdes populacionais e por ser onde se reflecte o efeito de todas as
actividades que se desenrolam ao longo das bacias hidrograficas. Os sistemas escolhidos
foram: ria de Aveiro, lagoa de Obidos, estuario do Tejo, lagoa de Santo André e estuario do
Mira, de modo a abranger uma variada gama de condi¢Bes ambientais naturais e antrépicas. A
relacdo entre nivel de contaminagdo e determinadas varidveis biologicas (sexo e tamanho),
algumas variaveis ambientais e impactos especificos na condicdo dos exemplares foi também
avaliada, em particular no estuario do Tejo, o qual é tradicionalmente considerado bastante

perturbado.

Além disso, uma vez que a enguia € uma espécie ameacada, classificada como EM PERIGO no
Livro Vermelho dos Vertebrados de Portugal (Cabral et al., 2005), pretende-se divulgar a
situacdo de elevado risco em que esta actualmente se encontra e a necessidade urgente de
ser protegida, bem como os beneficios que ela pode obter com uma mudanca de atitude por
parte de todos os cidadaos nas accdes do dia-a-dia e de como a realizacdo deste estudo pode

contribuir para o cumprimento do objectivo da sua preservacao.

Por fim, este projecto é também uma mais valia por contribuir para o Plano de Gestdo da
Enguia, tendo em conta que Portugal tem de tomar medidas fundamentadas para recuperacéo
e conservagao dos efectivos desta espécie nos sistemas nacionais, cooperando assim para o

esforco que esta a ser feito a nivel internacional na preservacao deste recurso europeu.
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1.2. TAREFAS ESPECIFICAS

No presente relatério serdo apresentados os resultados relativos as duas principais tarefas que

o projecto englobava, os quais serdo objecto de varios artigos cientificos (em anexo):

Tarefa 1 - Efeitos dos contaminantes na enguia

Pretendeu-se: 1) identificar os contaminantes (cddmio, cobre, mercurio, chumbo e zinco)
potencialmente mais lesivos; 2) determinar se estes terdo potencial para afectar a condi¢éo
dos individuos; 3) averiguar se a susceptibilidade a este constrangimento é idéntica para
todos os exemplares ou se existem diferencas em funcdo do sexo ou do tamanho; 4)
identificar os locais em que a espécie se encontra mais vulneravel a contaminacédo por

metais.

Tarefa 2 - Efeitos e infeccéo pelo parasita

Pretendeu-se: 1) determinar os niveis de infeccdo pelo parasita; 2) avaliar o decréscimo da
condicdo e as lesdes da bexiga gasosa em funcdo do grau de parasitismo; 3) averiguar se a
susceptibilidade a este constrangimento é idéntica para todos os exemplares ou se existem
diferencas em funcdo do sexo ou do tamanho; 4) identificar os locais em que a espécie se
encontra mais vulneravel ao parasita. Nesta segunda tarefa ndo foi possivel, até ao momento,
realizar toda a amostragem inicialmente programada, nomeadamente porque na lagoa de
Santo André a captura de enguias foi condicionada pelo processo de abertura artificial da
lagoa para renovagdo da agua interior. Por este motivo, ndo se inclui no presente relatorio a
avaliacdo do grau de parasitismo nos varios sistemas salobros em estudo. No entanto, em
Setembro de 2009 sera realizada uma saida de campo a esta regido com o intuito de recolher

as enguias em falta e cujos resultados serdo incluidos no relatério final.

Foram realizadas algumas acg¢des de divulgagdo, nomeadamente a publicacdo de uma noticia
no Jornal de Noticias de 14 de Janeiro de 2009, no Boletim Informativo do Centro de
Oceanografia (COrrentes n° 3, Janeiro 2009), e na revista Portugal Dive (n° 6, Novembro de
2009), nas quais se analisa 0 grau de ameaca da espécie e a importancia deste projecto para
o conhecimento do estado actual da populacdo e consequentemente para a sua conservagao.

Todas estas noticias sdo apresentadas em anexo.

Por fim, sera referida a contribuicdo deste estudo para o Plano de Gestdo da Enguia,
submetido para aprovacdo em Dezembro de 2008, com base em alguns dados preliminares do
presente estudo, e apresentadas propostas futuras para minimizar o efeito destes dois tipos

de contaminacao.
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2. METODOLOGIA GERAL

2.1. AREAS DE ESTUDO

A ria de Aveiro (Figura 2.1a), localizada na regido norte portuguesa, constitui um sistema
estuarino-lagunar bem misturado, que estd em permanente contacto com o oceano através de
um canal fixado artificialmente (Dias et al., 2000). A superficie imersa varia entre 83 km?,
durante a maré alta, e 66 km? durante a maré baixa, estendendo-se por quatro canais
principais de aguas pouco profundas (Dias et al., 2000). Os seus principais tributarios sdo os
rios Vouga e Antud. Nesta regido, a enguia-europeia detém um elevado valor, tanto
econémico, como gastronémico e cultural. E sobretudo abundante durante a Primavera e
principio do Verdo, em especial na zona da Torreira, de acordo com o referido pelos

pescadores locais.

A lagoa de Obidos (Figura 2.1b), localizada na costa centro-ocidental portuguesa, constitui
um corpo lagunar de cerca de 4,5 m de profundidade média e 7 km? de &rea (Pereira et al.,
2009). A sua comunicacdo com o mar é feita através de um corddo de dunas naturais que
formam um canal (de largura e posicionamento variavel), sendo o principal responsavel pela
remocdo de agua do interior do sistema (Pereira et al., 2009). Os principais cursos de agua
doce que drenam para o sistema sdo os rios Real, Arndia e Cal, os quais apresentam um
caudal relevante apenas durante o Inverno. A enguia-europeia encontra-se sobretudo na parte
superior da lagoa (perto da foz dos rios), que se caracteriza por aguas pouco profundas e de

baixa salinidade, e onde o substrato é vasoso e a vegetacao esparsa.

O estuario do rio Tejo (Figura 2.1c), localizado na costa centro-ocidental portuguesa, é do
tipo mesotidal bem misturado e estende-se aproximadamente por 320 km?, desde a foz até ao
seu limite montante a 80 km, proximo de Muge, sendo por isso o maior de Portugal e um dos
mais importantes da Europa Ocidental (Costa, 1999). Recebe agua doce de varios tributarios,
entre os quais se destacam os rios Trancé@o e Sorraia, mas é principalmente abastecido pelo
rio Tejo. A enguia-europeia € mais abundante no estuario médio e superior, especialmente na

zona central (Costa et al., 2008a).

A lagoa de Santo André (Figura 2.1d), localizada na costa sudoeste portuguesa, caracteriza-se
por apresentar uma forma complexa e ocupar uma superficie de 2,5 km?. Encontra-se
naturalmente isolada do mar por uma barra arenosa, cuja abertura artificial, por curtos
periodos de tempo, controla o fluxo de &gua salgada (Cancela da Fonseca et al., 1993). E
essencialmente drenada por varias ribeiras da regido sudoeste, sendo as mais importantes

Cascalheira, Ponte, Forneco, Azinhal e Badoca. A enguia-europeia é a espécie piscicola mais
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abundante na lagoa e possui uma elevada importancia econémica na area, sendo 0s

exemplares de menores dimensdes predominantes na lagoa.

O estuario do rio Mira (Figura 2.1e), localizado na costa sudoeste portuguesa, € do tipo
mesotidal, bem misturado, e estende-se ao longo de 2 km? numa estrutura tipo canal, que
alarga em direccédo a foz, situada junto a Vila Nova de Milfontes (Bettencourt et al., 2003). O
limite superior da influéncia salina encontra-se sensivelmente na regido de Odemira, a 32 km
do oceano. A ribeira do Torgal, localizada na parte superior do estuario, é responsavel pelo
maior afluxo de agua doce para o sistema, bem como o préprio rio Mira. A abundancia da
enguia-europeia é superior na zona montante do estuario e em &gua doce, distribuicdo
invulgar que resulta, aparentemente, de um fendmeno de segregacado espacial com o xarroco
Halobatrachus didactylus, espécie bentdnica dominante que tem um modo de vida e habitos

alimentares semelhantes aos da enguia (Costa et al., 2008b).

2.2. TRABALHO DE CAMPO

A amostragem de individuos de A. anguilla (na fase de enguia amarela) decorreu nos meses
de Fevereiro e Margo de 2008 para a abordagem a nivel nacional, e nos meses de Maio e
Junho de 2007 para o estudo especifico no estuario do Tejo (Figura 2.2). As enguias foram
capturadas com o auxilio de pescadores locais, tendo sido utilizadas como artes de pesca
covos/nassas ou aparelhos de anzol (Figura 2.3). As estacBes de amostragem dentro de cada
sistema foram previamente estabelecidas de forma a abranger por inteiro a area de

distribuicdo da espécie em cada caso.

2.2. TRABALHO DE LABORATORIO

As enguias foram transportadas, ainda vivas, para o laboratorio, sobre-anestesiadas com
benzocacaina e preservadas a -20 °C até ao processamento laboratorial. Cada exemplar foi
medido (comprimento total) e pesado (peso total) (Figura 2.4). Ap6s disseccdo dos individuos,
foi feita microscopicamente a sua determinagdo sexual, de acordo com Domingos (2003),
considerando separadamente, ndo s6 os individuos sexualmente diferenciados, i.e. machos e
fémeas, mas também os que ainda se encontravam indiferenciados. Posteriormente,

removeram-se 0s 0rgaos e pesaram-se novamente os individuos (peso eviscerado).
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Figura 2.1. Areas de estudo e respectivas estacdes de amostragem: a) Ria de Aveiro: Mu - Murtosa, To - Torreira,
Ri - Rio, Sj - S&o Jacinto, Ge - Gafanha da Encarnagéo, Ga - Gafanha de Aquém; b) Lagoa de Obidos: Rr - Rio Real,
Cs - Casinhas, Ba - Boigas-Ardonha, Rv - Rivais; c) Estuéario do Tejo: Cr - Carregado, Vf - Vila Franca de Xira,

Pv - Pévoa de Santa Iria; Al - Alcochete; Vg - ponte Vasco da Gama, Br - Barreiro; d) Lagoa de Santo André: Sa - Santo
André; e) Estuario do Mira: Zj - Zambujeiro, Vp - Vale Palhete, Cb - Cuba, Ca - Casa Branca.
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Carregado

Figura 2.2. Locais amostrados no estuéario do Tejo.

Figura 2.3. Covos/nassas utilizados na captura de enguias.

Figura 2.4. Medigao e pesagem das enguias no laboratério.
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3. ACUMULACAO DE METAIS PESADOS

3.1. INTRODUCAO

A contaminacéo quimica dos sistemas aquaticos por metais € uma das mais preocupantes, ndo
s6 pela toxicidade que estes elementos apresentam, mas também pela sua elevada resiliéncia
(Crompton, 1997). Apo6s entrarem nos ecossistemas, estes poluentes acabam por se acumular
nos sedimentos, onde podem permanecer durante décadas. Dependendo da sua
biodisponibilidade, os contaminantes que sdo introduzidos nos sistemas aquaticos podem
acarretar consequéncias mais ou menos nocivas para 0s organismos. Relativamente a
enguia-europeia, tem sido observada uma relagdo entre a concentracdo de poluentes no meio
e a contaminacdo existente nos seus tecidos, sendo, consequentemente, considerada uma
espécie indicadora da degradacdo da qualidade ambiental (Robinet e Feunteun, 2002;
Belpaire e Goemans, 2007a). Por outro lado, apesar da relativa resisténcia desta espécie a
contaminacao por metais, podem ocorrer diversas alteracdes a nivel anatémico, histologico e
citologico, que se reflectem negativamente na condicdo dos individuos (Bruslé, 1990). Em
situacBes de maior toxicidade, é possivel que a presenca dos contaminantes interfira
negativamente, ndo s6 com o0 processo reprodutivo das enguias, mas também com a
sobrevivéncia dos seus ovos e das suas larvas durante a migragcdo transoceanica (Robinet e

Feunteun, 2002; Belpaire e Goemans, 2007a).

3.2. METODOLOGIA ESPECIFICA

Os tecidos seleccionados para a analise dos metais foram o figado e o musculo (Figura 3.1). A
escolha do figado deveu-se a sua importancia em funcdes vitais (e.g. depurador de
substancias toxicas, sintese de proteinas do plasma e triglicéridos, conversdo de amonia em
ureia) e eficacia demonstrada como indicador da contaminacdo por metais, enquanto o tecido
muscular, por constituir a parte consumida pelo Homem, permitiu determinar os possiveis
riscos para a Saude Publica. Apos pesagem, os tecidos foram liofilizados durante um periodo
de 48 horas, de modo a remover totalmente a agua presente, moidos num almofariz e
guardados num local seco a temperatura ambiente. No caso do estuario do Tejo foram ainda
recolhidas amostras de sedimento, através de dragagens efectuadas nos mesmos locais de
captura das enguias, para determinar a concentragdo de metais no meio ambiente.
Adicionalmente, procedeu-se também a analise granulométrica (metodologia de Gaudéncio et
al., 1991) e do teor em matéria organica (metodologia adaptada de Pereira et al., 1997) dos

sedimentos.
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Figura 3.1. Obtencéo do material bioldgico (figado e muasculo) para a analise dos metais.

Para determinar a concentracdo de Cd, Cu, Pb e Zn, digeriu-se aproximadamente 0,1 g de
tecido seco em bombas teflon, numa mistura de 2,0 ml de acido nitrico e acido perclérico
(9:1 v/v), durante 2 horas a 110 °C (Julshmamn et al., 1982). Para a analise do sedimento
utilizou-se cerca de 0,2 g de material seco numa mistura de 2,5 ml de &cido nitrico e acido
cloridrico (3:1 v/v), durante 4 horas a 110 °C (Otte, 1991). Posteriormente, a concentracado de
cada elemento foi lida por espectrometria de massa (ICP-MS) ou por espectrometria de
absorgcdo atémica (no caso das amostras do Tejo). A determinagdo da concentracdo de Hg,
tanto no material biol6gico como no sedimento, foi efectuada recorrendo a espectrometria de

absorgao atomica com decomposigao térmica directa da amostra.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Nivel Nacional

Comparativamente ao restante panorama europeu, as concentragées de metais encontradas
nas enguias dos sistemas salobros portugueses foram geralmente inferiores aos valores obtidos
por outros autores (e.g. Linde et al., 2001; Usero et al., 2003; Durrieu et al., 2005; Ribeiro et
al., 2005).

A comparacdo entre sistemas salobros portugueses revelou uma elevada heterogeneidade na
concentracdo mediana de cada metal no figado das enguias (Figura 3.2). Em geral, as enguias
provenientes do estuario do Tejo apresentaram concentracdes de metais relativamente
elevadas e quase sempre superiores as dos restantes sistemas, exceptuando o caso do Cd
(valores abaixo do limite de deteccdo que ndo permitiram a sua inclusdo nas analises
especificas). Este metal apresentou as maiores concentracGes relativas nos exemplares
provenientes do estuario do Mira, onde também se observaram valores ligeiramente elevados

de Pb. Na lagoa de Obidos observaram-se valores proximos aos do estuario do Tejo para a
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maioria dos metais (Cu, Pb e Zn). As concentra¢cBes de Cu e Hg nas enguias da ria de Aveiro
foram também semelhantes aos valores do sistema mais contaminado. Apenas na lagoa de
Santo André os exemplares registaram concentracfes medianas tendencialmente baixas para
a generalidade dos metais analisados. A analise dos dados obtidos parece assim indicar que,
apesar dos reduzidos niveis da contaminacdo numa perspectiva internacional, esta espécie
encontra-se vulneravel a contaminacdo por metais, tendo os teores mais elevados sido
obtidos nos sistemas sujeitos a maiores pressdes antrdpicas, quer por serem regiées muito
industrializadas e com uma elevada densidade populacional (estuario do Tejo e ria de Aveiro),
quer por serem areas com uma importante actividade agricola e pecuéaria (lagoa de Obidos e

estuario do Mira).

3.3.2. Nivel Local

Da analise das variag6es intra-sistema (Figura 3.3), verificou-se que as concentracfes entre
estacBes de amostragem, dentro de cada sistema salobro, foram relativamente préximas, a
excepcdo da ria de Aveiro. Neste sistema destacaram-se claramente Rio (Ri), Sdo Jacinto (Sj)
e Gafanha de Aquém (Ga), com valores tendencialmente mais elevados comparativamente a
Gafanha da Encarnacéo (Ge), Torreira (To) e Murtosa (Mu). E possivel que a localizacdo das
variadas fontes de contaminacdo aliada as diferentes caracteristicas geomorfolégicas tenha
influenciado a heterogeneidade observada entre estacdes. De facto, a ria de Aveiro é formada
por uma complexa e extensa rede de ilhas e canais que dificultam a circulagdo de agua
dentro deste sistema, promovendo, consequentemente, a acumulacdo de metais a nivel local
(Pato et al., 2008).

Relativamente aos resultados obtidos para o estuario do Tejo (Figura 3.4), onde se
efectuaram analises mais especificas, verificou-se que a contaminacdo nos tecidos das
enguias reflecte eficazmente as pressdes particulares de cada uma das estacdes de
amostragem (Tabela 3.1). No entanto, quando se comparam as concentracdes de metais
existentes nos tecidos das enguias com as obtidas para os sedimentos, nem sempre se observa
uma relacdo clara entre ambas as contaminacgdes. Este facto parece resultar da influéncia que
algumas variaveis ambientais tém nos niveis de metais no sedimento, como é o caso da
granulometria. Em geral, a concentracdo de metais no sedimento aumenta com a diminuicdo
do tamanho das particulas, uma vez que as mais pequenas apresentam uma maior razao
area/volume, permitindo uma maior associacdo com estes elementos (Pourang et al., 2005).
Assim, na estacdo do Barreiro (Br), onde a percentagem de vasa foi superior a 75%, a
concentracdo de metais nas enguias apresentou uma elevada relacdo com as concentracées
do sedimento, uma vez que este reflecte eficazmente a contaminacdo resultante das
actividades humanas locais. Pelo contrario, na estacdo da P6voa de Santa Iria (Pv), onde a
percentagem de vasa foi apenas de 50%, apesar das pressGes antrdpicas serem semelhantes as

do Barreiro (Br), o sedimento néo se revelou particularmente contaminado e, como tal, ndo

-10 -
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se verificou uma relacdo entre a concentracdo de metais ai presente e a concentracéo de

metais nas enguias.

a)
Cd Cu
H = 49,60 p > 0,001 H = 32,58 p > 0,001
MI OB AV SA TE TE OB AV MI SA
0,5 _ 80,0
0471 60,0 1
03 +

40,0 +
0,2 1

14 Py 200 +
01 - 3 ;

0,0 + + @ + + 0,0 + + + + +
AV OB TE SA M AV OB TE SA M
Hg Pb
H = 29,82 p > 0,001 H=9,98p >0,05
TE AV OB MI SA TE MI OB SA AV
1,0 1,0
08 08 +
0,6 + 06 +
04 04 + ®
02+ ¢ r 02 1
0,0 t t t ? t 0,0 } } } t t
AV OB TE SA M AV OB TE SA M
Zn b) o
H = 27,85 p > 0,001 H M Pb
@
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200,0 | Zn
160,0 + f .O B TE
} o
120,0 1
: l o
80,0 T 1 o SA Cu
40,0 1
0,0 ' ' ' ' ' . oy
AV OB TE SA M o
o
' 1 1 1 1 1
-1,5 2,0

Figura 3.2. a) Concentracdo de metais (ug g™ peso seco) no figado de exemplares de enguia-europeia de vérios
sistemas salobros portugueses. Valores medianos e respectivos quartis (25% e 75%) representados. H - resultados dos
testes de Kruskal-Wallis para verificar diferencas na concentracdo de metais entre sistemas (gdl = 4; N = 90); as
linhas unem os conjuntos de dados nao significativamente diferentes. b) Resultados da Anélise de Componentes
Principais (PCA) baseada na concentragéo mediana (ug g™ peso seco) dos diferentes metais no figado de exemplares
de enguia-europeia de varios sistemas salobros. As concentragdes medianas de cada metal encontram-se
representadas por setas. Os sistemas salobros encontram-se representados por circulos. Uma variancia de 84,4% é
explicada pelos dois primeiros eixos de ordenagéo. AV - Ria de Aveiro; OB - Lagoa de Obidos; TE - Estuério do Tejo;
SA - Lagoa de Santo André; MI - Estuéario do Mira.
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Figura 3.3. Resultados da Anélise de Componentes Principais (PCA) baseada na concentracdo mediana (ug g™ peso
seco) dos diferentes metais no figado de exemplares de enguia-europeia de cada estacdo de amostragem de varios
sistemas salobros portugueses. As concentragdes medianas de cada metal encontram-se representadas por setas. As
estagdes de amostragem encontram-se representadas por simbolos (ver abreviaturas na Figura 2.1). Uma variancia de
65,5% é explicada pelos dois primeiros eixos de ordenagéo.

a) b)
© w0
- Br © Cufig  znfig o Br °
4 Zn mus =+
Pb fig ® ®
Pv Pv
Vf ¢
° Ale Cu mus| Ale
Vg Vg “agr
Hg mus
Pb mus
o Hg fig o
0 Cr n Cr
F" | | | | F" 1 1 1 1
1,5 15 15 ‘ ‘ " 15

Figura 3.4. Resultados da Analise de Componentes Principais (PCA) baseada na concentragdo mediana (ug g™ peso
seco) dos diferentes metais no figado e no musculo de exemplares de enguia-europeia de cada estagédo de
amostragem do estuario do Tejo. Uma variancia de 86,0% é explicada pelos dois primeiros eixos de ordenagdo. As
concentragdes medianas encontram-se representadas por setas escuras (a) e as varidveis ambientais usadas para
caracterizar a concentracdo de metais no sedimento e as pressdes antropicas locais por setas a tracejado (b). As
estagdes de amostragem encontram-se representadas por simbolos. Cr - Carregado; Vf - Vila Franca de Xira;

Pv - Pévoa de Santa Iria; Al - Alcochete; Vg - ponte Vasco da Gama; Br - Barreiro; fig -figado; mus - muasculo;
sed - sedimento; dom - efluentes domesticos; ind - indUstrias e/ou portos; tra - trafego rodoviario; agr - agricultura;
aqu - aquacultura; pec - pecuaria.
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Tabela 3.1. Potenciais fontes de introdug&o de contaminantes em cada estacio de amostragem do estuario do Tejo.

Slaznizs lig et e Transito Agricultura Aquacultura Pecuaria

Domésticos portos
Carregado * * Hk "k
Vila Franca de Xira *k * * ok
Pévoa de Santa Iria fad Kk * *
Alcochete * ke * *
Ponte Vasco da Gama * * Tk
Barreiro ikl ke ok

* - baixa, ** - moderada, e *** - elevada contaminagao.

A salinidade parece também contribuir para a ndo existéncia de relagbes claras entre a
concentracdo de metais nas enguias e a concentracdo do sedimento, uma vez que no
Carregado (Cr), a estacdo com caracteristicas maioritariamente dulciaquicolas, foram
observadas relacbes contraditérias entre as concentracdes de metais no sedimento e nos
tecidos das enguias. De facto, esta variavel ndo s6 influencia a biodisponibilidade que estes
elementos tém para serem incorporados pelos organismos (Bidwell e Gorrie, 2006), como
também pode condicionar a regulacdo dos metais essenciais (Cu e Zn), de modo a
corresponder a necessidade que as enguias tém em manter o seu balango homeostéatico
(Tzeng et al., 2003).

3.3.3. Variaveis Biologicas

Em relacdo aos exemplares de enguia-europeia analisados no estuario do Tejo, ndo foram
verificadas quaisquer diferencas entre os sexos relativamente a concentragdo de metais
(Figura 3.5). De facto, apesar de a diferenciacdo sexual desta espécie iniciar na fase de
enguia amarela, a maturacéo sexual s6 ocorre durante a migracdo transoceénica para o mar
dos Sargacos (van Ginneken e Maes 2005). Consequentemente, poderdo ainda néo estar
totalmente activos os processos fisiologicos relacionados com esta variavel que influenciem a

concentracdo de metais nos tecidos, de modo a se conseguirem detectar tendéncias.

Em oposicao, o tamanho dos individuos parece ser uma variavel importante na contaminacéo
dos exemplares, ja que afectou significativamente a concentracdo de metais nas enguias
(Figura 3.6). Em geral, os individuos mais novos tém um metabolismo superior
comparativamente aos mais velhos, o que se reflecte numa maior acumulacdo de metais
(Canli e Atli, 2003). A medida que os animais se vdo desenvolvendo, estas concentragdes vao
sendo diluidas pelo crescimento dos tecidos e/ou como resultado de uma menor actividade
metabdlica dos individuos maiores (Canli e Atli, 2003). As concentracdes dos metais
observadas no tecido muscular das enguias do estuario do Tejo seguiram o padréo descrito, ou
seja, as enguias mais pequenas exibiram concentracdes mais elevadas que as de maiores
dimensdes. Contudo, no figado, verificou-se, para os metais essenciais (Cu e Zn) uma maior

acumulacdo com o aumento do tamanho dos individuos. A tendéncia observada para estes
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dois metais, os quais sao regulados por mecanismos fisioldgicos idénticos (Kress et al., 1999),
pode ser explicada pelo facto dos individuos maiores apresentarem, no figado, uma taxa de
acumulacdo superior a taxa de eliminagcdo, ao longo de todo o crescimento (Evans et al.,
1993; Al-Yousuf et al., 2000). Para o Hg também se observou um padrdo distinto,
nomeadamente porgque a sua concentracdo aumentou com o tamanho das enguias, em ambos
os tecidos. A capacidade de biomagnificacdo tipica deste metal ao longo da cadeia tréfica,
assim como a falta de mecanismos de eliminacdo eficientes, podem estar na base da

tendéncia obtida (Riisgard e Hansen, 1990).

a) b)
H=375p=115 H=2,46; p=0,26
40,0 2,0
30,0 + ; 15 +
Cu 200 + 1,0 +
10,0 + 05 +
0,0 0,0
H=2,27,p=0,32 H=2,55; p=0,28
1,2 1,2
0,9 + 09 +
Ha o6 | I s 06 |
0,3 + 1 0,3 +
0,0 0,0
H=291,p=223 H=3,28,p=0,19
2,0 0,8
15 + } 0,6 +
Pb 10 ¢ } I 04 +
0,5 + 0,2 +
0,0 0,0
H=0,31;, p=10,86 H=3,87,p=0,14
160,0 60,0
120,0 + 45,0 +
Zn 80,0 + 30,0 +
400 + 15,0 +
0,0 0,0
| M F M F
Sexo

Figura 3.5. Concentragdo de metais (ug g™* peso seco) no figado (a) e no masculo (b) de exemplares de
enguia-europeia do estuério do Tejo em funcéo do sexo. Valores medianos e respectivos quartis (25% e 75%)
representados. H - resultados dos testes de Kruskal-Wallis para verificar diferencas na concentragéo de metais entre
sexos (gdl = 2; N = 25). | - Indiferenciados; M - Machos; F - Fémeas.
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60,0 H=8,23; p <0,05 4.0 H =26,43; p <0,001
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0,5 + 0,5 +
0,0 0,0
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Figura 3.6. Concentragdo de metais (ug g™ peso seco) no figado (a) e no masculo (b) de exemplares de
enguia-europeia do estuario do Tejo em funcéo do comprimento total. Valores medianos e respectivos quartis (25% e
75%) representados. H - resultados dos testes de Kruskal-Wallis para verificar diferengas na concentracdo de metais
entre classes dimensionais (gdl = 2; N = 43). Pq - Pequenas (Ct < 240 mm); Md - Médias (240 mm < Ct < 350 mm);
Gr - Grandes (Ct > 350 mm).
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3.3.4. Condicéo dos Individuos e Saude Publica

Para avaliar a condicdo das enguias do estuario do Tejo foi utilizada uma medida da carga
total de contaminantes, designada por indice médio de bioacumulagao individual (IMBI) (Maes
et al., 2005), em detrimento de uma analise individual por metal. Apenas no figado se
verificou um efeito negativo como consequéncia de um maior teor de contaminantes neste
0rgdo. Este resultado pode ser explicado pelo gasto acrescido de energia resultante do
processo de desintoxicacdo a que os individuos estdo sujeitos (Bruslé, 1990; Maes et al.,
2005).

Em geral, as concentracGes obtidas no musculo desta espécie foram inferiores aos niveis

estabelecidos pela Comunidade Europeia, ndo havendo, por isso, risco para a Saude Publica.
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4. EPIDEMIOLOGIA POR ANGUILLICOLA CRASSUS

4.1. INTRODUCAO

O parasita da bexiga gasosa, Anguillicola crassus, € uma espécie emergente que tem como
hospedeiro final a enguia (Kirk, 2003). Este nematode foi introduzido acidentalmente na
Europa no inicio da década de 1980, provavelmente devido a importagdo de exemplares
infectados de enguia-japonesa, Anguilla japonica (Temminck e Schlegel, 1847), dos quais o
parasita é oriundo (Palstra et al., 2007). Rapidamente a infecgdo alastrou, atingindo todo o
continente europeu, tanto em enguias selvagens, como nas de aquacultura (Kirk, 2003). Como
resultado da presenca do parasita em exemplares de enguia-europeia, podem ser definidos
dois tipos de efeitos adversos gerais: danos mecanicos na bexiga gasosa e consumo acrescido
de energia do hospedeiro (Palstra et al., 2007). De acordo com a severidade da infeccdo, os
prejuizos causados por A. crassus podem levar a uma diminuicdo da qualidade das enguias
prateadas, nomeadamente por reduzirem a sua capacidade migratéria até ao mar dos

Sargacos (Palstra et al., 2007).

4.2. METODOLOGIA ESPECIFICA

Apés dissecacdo, o limen das bexigas gasosas foi analisado com o intuito de contabilizar o
ndmero de pré-adultos e/ou adultos de A. crassus (Figura 4.1). A infeccdo pelo parasita foi
descrita usando a prevaléncia (numero de enguias infectadas/nimero de enguias total) e a
intensidade (nimero de parasitas/nimero de enguias infectadas), de acordo com Bush et al.
(1997). A condicéo das bexigas foi também avaliada através de um indice baseado nos danos
mecénicos causados pelo parasita (lsp), de acordo com Lefebvre et al. (2002a). Além disso,
determinou-se o peso de dois importantes 6rgdos para as fungdes vitais da enguia: figado e

baco.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Nivel Nacional

Os niveis epidemioldgicos de A. crassus observados nas enguias dos sistemas salobros
portugueses (Tabela 4.1) foram semelhantes aos valores obtidos em outros sistemas europeus
onde a populacédo deste parasita é considerada estavel (e.g. Lefebvre et al., 2002b; Sauvaget
et al., 2003; Norton et al., 2005; Morrissey e McCarthy, 2007; Loukili e Belghyti, 2007).
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Figura 4.1. Infeccéo pelo parasita A. crassus. a) Aspecto da bexiga gasosa dilatada devido a presenca do parasita. b)
Neméatodes retirados do interior da bexiga gasosa. c) Aspecto interior da bexiga gasosa ap6s dissecacdo e respectivos
danos mecanicos. d) Aspecto da bexiga gasosa com os nematodes a sair do seu interior. ) Bexiga gasosa insuflada
com os nematodes no seu interior.

O maior nimero de enguias infectadas foi observado nos estuarios do Tejo e do Mira. Apesar
da baixa prevaléncia do parasita na Ria de Aveiro, o nimero médio de neméatodes por enguia
foi superior neste sistema em comparacdo com os restantes. Na lagoa de Obidos n&o foi
encontrada qualquer enguia parasitada. Devido ao reduzido nimero de exemplares
capturados na lagoa de Santo André, os valores obtidos neste sistema devem ser considerados

como meramente indicativos.

Os resultados obtidos parecem indicar que, salvo algumas excepc¢des, o parasita se encontra
distribuido por todo o territério nacional. Outros trabalhos revelam também a sua presenca
em enguias do estuario do Mondego, onde a prevaléncia é de 29 % (dados ndo publicados), e

em enguias do estuario do Minho, onde a prevaléncia varia entre 26 e 71 % (Antunes, 1996).

Tabela 4.1. Infecgdo pelo parasita A. crassus de exemplares de enguia-europeia de varios sistemas salobros

portugueses.
N CT (mm) P (%) |
Ria de Aveiro 64 (27f‘_‘8644) 14 3,78 £1,96
Lagoa de Obidos 57 (3154§$3583) 0 -
Estuario do Tejo 131 (2074‘_‘0715) 42 3,33 £ 3,00
Lagoa de Santo André 5 (2742?8321) 40 1,00 + 0,55
Estuario do Mira 4 g 42?0339) 55 2,2141,32
N - nimero de enguias; CT - Comprimento medio (minimo e maximo);
P - Prevaléncia; | - Intensidade média (+ desvio padréo); Isp - Indice

degenerativo da bexiga gasosa (+ desvio padréo).
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4.3.2. Nivel Local

No caso do estuario do Tejo (Figura 4.2), onde foram realizados estudos espacialmente mais
abrangentes, verificou-se que a prevaléncia de A. crassus foi significativamente diferente
entre locais, nomeadamente porque nédo se encontrou qualquer enguia infectada no Barreiro
(Br). No Carregado (Cr), os valores de prevaléncia foram os mais elevados (73%), enquanto as
restantes estacdes apresentaram valores intermédios (aproximadamente 50%). Alguns estudos
demonstraram que a salinidade diminui a percentagem de eclosédo dos ovos e a sobrevivéncia
das larvas deste nematode, apesar da sua capacidade de infecgdo permanecer viavel
(Kennedy e Fitch 1990, Kirk et al. 2000a), o que vai de encontro aos resultados obtidos no
presente estudo. No entanto, a inexisténcia do parasita na estacdo mais salina (Barreiro)
podera também estar relacionada com a falta de hospedeiros intermediarios nesta localidade,
0s quais sao vectores determinantes na eficaz disseminacédo de A. crassus (Kirk et al. 2000b;
Morrissey e McCarthy, 2007).

Em relacdo a intensidade, ndo foram observadas diferencas significativas entre estagfes de
amostragem (Figura 4.2). De notar que o Barreiro (Br) ndo foi incluido nesta analise porque a
intensidade apenas considera os organismos parasitados, e nesta estacdo ndo foi registada

qualquer ocorréncia do parasita.

P (%) Gw =49,72; p < 0,001 |
H=151,p=0,68
100 + 80
90 + __
80 + _
-+ 6,0
70 +
60 + T
50 + 140
40 + e
30 + ®
- + 2,0
20 +
10 + -
0 0,0
Cr \i Al Vg Br
oP el
Locais _
T Quartis

Figura 4.2. Prevaléncia (P) e Intensidade mediana (I) de A. crassus em exemplares de enguia-europeia de cada
estacdo de amostragem do estuario do Tejo. Gy - resultado do teste G-de-independéncia com correccédo de Williams
para verificar diferencas na prevaléncia entre locais (gdl = 4; N = 174); H - resultado do teste de Kruskal-Wallis para

verificar diferencas na intensidade entre locais (gdl = 3; N = 79); Cr - Carregado; Vf - Vila Franca de Xira;
Al - Alcochete; Vg - ponte Vasco da Gama; Br - Barreiro.
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4.3.3. Variaveis Bioldgicas

N&o se encontraram diferencas significativas na prevaléncia do parasitismo, nem em relacdo
ao sexo nem ao tamanho (Figura 4.3) das enguias amostradas. Quanto a intensidade, também
nédo se observaram diferencas significativas entre sexos (Figura 4.3). No entanto, verificou-se
que o nimero de parasitas por enguia infectada foi superior na classe de maiores dimensées,
tendo sido obtidas diferencas estatisticamente significativas entre as duas classes de tamanho
(Figura 4.3). O aumento do nimero de nematodes nos hospedeiros de maior tamanho pode
resultar de varios factores: 1) maior tempo de exposi¢cao ao parasita; 2) maior area de bexiga
gasosa e, consequentemente, maior capacidade de alojamento; e 3) habitos alimentares
distintos, que podem propiciar o consumo de presas com maior nimero de parasitas (Lefebvre
et al., 2002b).

P (%) Gw=2,34,p=0,31 | P (%) Gw=161p=0.21 [
H=1,09; p=0,58 H=5,67,p<0,05

100 + - 8,0 100 + + 8,0

90 + 90 +

80 + T 80 + -|_

70 + T80 70 + 700

60 + 60 -

50 + + 4,0 50 + + 4,0

40 + 40 +

30 + 30 -

20 1 I 12,0 20 | I 12,0

10 + 10 -

0 0,0 0 0,0
M F < 300 mm 2 300 mm
. OP el
Sexo Comprimento Total
T Quartis

Figura 4.3. Prevaléncia (P) e Intensidade mediana (I) de A. crassus em exemplares de enguia-europeia do estuario do
Tejo em funcéo do sexo e do comprimento total. Gy - resultados dos testes G-de-independéncia com correcgéo de
Williams para verificar diferengas na prevaléncia entre sexos (gdl = 2; N = 29) e classes dimensionais (gdl = 1; N = 56);
H - resultados dos testes de Kruskal-Wallis para verificar diferengas na intensidade entre sexos (gdl =2; N =18) e
classes dimensionais (gdl = 1; N = 36); | - Indiferenciados; M - Machos; F - Fémeas.

4.3.4. Condicao dos Individuos

Em geral, a presenca de A. crassus causa danos mecanicos na bexiga gasosa do hospedeiro
(Palstra et al., 2007), devido a uma inflamacé&o crénica seguida de um mecanismo de fibrose,
que torna a parede deste 6rgdo mais espessa e opaca (van Banning e Haenen, 1990; Haenen
et al. 1996). Apesar de 68% enguias do estuario do Tejo terem apresentado danos mecanicos
na bexiga causados pelo parasita, estes foram de nivel reduzido, porque raramente foram
observadas enguias com uma espessura de parede da bexiga gasosa superior ao normal (Figura
4.5). Este resultado parece indicar que as enguias ndo se encontraram sujeitas a repetidos
fenémenos de infecgcdo por parte do parasita, ja que uma parede mais espessa reflecte um
maior nimero de re-infecgdes (Haenen et al., 1996). No entanto, os critérios opacidade e

pigmentacdo/exsudados foram observados em mais de metade das enguias (Figura 4.5),

-20 -



ENGUIA LIMPA - Epidemiologia por Anguillicola crassus

sugerindo que, apesar de ndo se verificarem danos histolégicos mais severos, a presenca do

nematode apresenta ja um impacto negativo na bexiga gasosa.
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Figura 4.5. Distribuigdo de frequéncias absolutas do indice degenerativo da bexiga gasosa (Isp) e dos trés critérios
usados para o formular em exemplares de enguia-europeia do estuario do Tejo. A classificagéo dos critérios baseia-se
em normal (0), moderado (1) e severo (2).

O consumo acrescido de energia do hospedeiro, devido a infeccdo por A. crassus, apenas se
reflectiu na condigdo das enguias a nivel do baco a nivel do bago, nomeadamente porque nos
individuos com um maior nimero de parasitas o peso deste 6rgao foi significativamente
superior. O mesmo resultado foi obtido por Lefebvre et al. (2004), que alegaram que o0s
processos de adaptacdo da enguia face ao neméatode podem condicionar o tamanho do baco,
uma vez que este € responsavel por importantes fungBes hematoldgicas e imunoldgicas.
Especificamente para o presente estudo, o aumento verificado parece resultar da hiper-
sintese de células sanguineas, no sentido de compensar as perdas causadas pela actividade

alimentar do parasita (Lefebvre et al., 2004).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Por serem consideradas prejudiciais para o sucesso reprodutivo da enguia-europeia a
médio-longo prazo, a contaminacédo por metais e a infeccdo pelo parasita A. crassus tém sido
apontadas como factores chave na justificacdo do declinio global desta espécie (Robinet e
Feunteun, 2002). Neste sentido, o presente estudo representa um contributo essencial para a
conservacdo de A. anguilla, ja que permitiu averiguar a sua susceptibilidade a estes

condicionantes, a nivel nacional.

Em geral, as enguias reflectiram eficazmente as pressdes antropicas a que se encontravam
sujeitas, tanto numa larga escala espacial (variacdo inter-sistema), como numa escala
espacial mais reduzida (variacdo intra-sistema). Isto significa que individuos de zonas mais
industrializadas e/ou com uma maior actividade agricola se encontram mais vulneraveis a
contaminacdo por metais. De facto, a enguia-europeia tem-se revelado uma espécie
promissora na monitorizacdo de alteracGes ao nivel do ecossistema, sendo inclusive apontada
como um potencial modelo para avaliacdo da qualidade ambiental no &mbito da Directiva
Quadro da Agua (Belpaire e Goemans, 2007b). Os efeitos negativos dos metais nas enguias
encontram-se principalmente relacionados com um excessivo dispéndio de energia necessario
aos processos de desintoxicacéo (Bruslé, 1990; Maes et al., 2005) e/ou com a sua mobilizacdo
para as génadas, como resultado do metabolismo lipidico que ocorre durante a maturacéo
sexual (Robinet e Feunteun, 2002; Belpaire e Goemans, 2007a). A nivel do estuario do Tejo
verificaram-se alguns efeitos negativos relacionados com a carga de metais nos tecidos das
enguias. No entanto, considerando que as enguias portuguesas apresentaram uma
contaminacdo inferior a dos seus congéneres europeus, a fraccdo nacional da populacéo
europeia pode apresentar reprodutores potenciais de melhor qualidade, sendo portanto

fundamental a sua conservacao.

As enguias encontram-se infectadas pelo parasita A. crassus, na maioria dos sistemas salobros
nacionais. Esta epidemiologia tem sido considerada especialmente preocupante porque a
infeccdo da bexiga gasosa das enguias, e o0 seu consequente inadequado funcionamento, pode
levar a um comportamento migratorio aberrante e a uma menor capacidade natatdria e de
resisténcia a condi¢cdes ambientais adversas (Kirk, 2003; Palstra et al., 2007). Apesar desta
contaminacdo ter sido evidente nas enguias do estuario do Tejo, os danos mecéanicos na
bexiga gasosa e os impactos negativos na condicdo dos individuos foram reduzidos. No
entanto, considerando a falta de mecanismos de defesa por parte das enguias e a facilidade
de disseminacdo e resisténcia que este nematode possui (Kirk, 2003), podem ser esperados
efeitos patoldgicos mais severos com o evoluir do parasitismo. Um importante desafio para o

futuro passa por compreender os mecanismos envolvidos na infecgdo deste nematode,
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nomeadamente a nivel da resposta imunolégica por parte das enguias e da sua importancia na

relacdo de co-evolucé@o hospedeiro-parasita.

Uma vez que estes resultados apenas reflectem uma situagdo pontual, para avaliar a
susceptibilidade da enguia-europeia e determinar a real dimensdo dos impactos da
contaminacdo quimica por metais e da contaminacdo bioldgica pelo parasita A. crassus, é
necessario a implementagcdo de um programa de monitorizacdo continua face a estes
condicionantes. De facto, apesar de ndo terem sido propostas medidas minimizadoras destes
impactos no Plano de Gestdo da Enguia portugués, por ndo serem considerados actualmente
aspectos prioritarios no panorama nacional de riscos a que esta espécie se encontra sujeita,
foi referida a importancia de acompanhar com alguma atenc¢éo o evoluir da situacdo de ambas

as contaminagdes, nesse mesmo plano.

No entanto, é fundamental a implementacdo de algumas medidas especificas no sentido de
promover a melhoria da qualidade da &gua no ambito da Directiva Quadro da Agua, assim
como reduzir ou eliminar a captura de enguias em zonas ndo afectadas pela parasita A.
crassus e/ou que ndo sejam propicias a esta infeccdo. Estas deverdo ser contempladas numa
futura revisdo do Plano de Gestdo da Enguia portugués uma vez que sdo sobretudo essenciais
para salvaguardar a producdo de quantitativos importantes de enguias menos afectadas e,

consequentemente, contribuir para a recuperacao desta espécie em risco.
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