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Contaminantes de Preocupação Emergentes (CECs)

→ Recentes ou de preocupação recente – detetados nos
ecossistemas aquáticos em concentrações baixas (ng/L - µg/L)

→ Não incluídos na maioria dos programas de monitorização ou na
regulamentação ambiental

→ Efeitos adversos em organismos não-alvo

→ Conhecimento sobre a persistência e o risco dos CECs ainda
limitado

CEECs
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Avaliação faseada do impacto dos CECs no meio aquático

Avaliação gradual dos potenciais 
riscos ambiental dos CECs

•Otimização de recursos
•Redução de bioensaios com animais
•Foco CECs com relevância ecológica



Exemplo: Nível 1 - Identificação e Prioritização

Tier 1
Identificação e prioritização

Tier 4
validação
ecologica

Tier 3
Validação mecanística

Tier 2
Screening/predição mecanistica

• Revisão da literatura
• Predição in silico (QSARs) 
• Análise filogenética
• Docking molecular  
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Exemplo: Nível 1 - Identificação e Prioritização

Será que a HMGR é inibida nos metazoários
expostos a estatinas?

Múltiplos grupos de metazoários 
Análise filogenética

Modelação por homologia 
Docking molecular

Via do Mevalonato



Exemplos: Nível 1 - Identificação e prioritização

A árvore filogenética mostra a presença de ortólogos da HMGR em várias
espécies representativas dos Metazoários

Modelação por homologia : Prever a estrutura quaternária
Doking molecular : Prever a afinidade de ligação de estatinas à HMGR 
de diferentes linhagens animais



Exemplos: Nível 1 - Identificação e prioritização

• A inibição da HMGR pelas estatinas ocorre transversalmente
nos Metazoa, afetando espécies não-alvo

• Este tipo de ferramentas devem ser usadas para outros CECs
ajudando no desenho das ferramentas a usar nos níveis
superiores da avaliação do impacto dos CECs



Exemplos: Nível 2 – Bioensaios de toxicidade aguda

Nível 1
Identificação e Priorização

Nível 4
validação
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Nível 3
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Validação Mecanística

Nível 2
Screening de Toxicidade

Predição Mecanistica

▪ Ensaios in vitro
▪ Ensaios de toxicidade aguda



Exemplos: Nível 2 – Bioensaios de toxicidade aguda

96 hpf



Exemplos: Nível 2 – Bioensaios de toxicidade aguda

Os processos de tratamento avançados com
membranas tubulares cerámicas diminuiram
significativada toxicidade presente no efluente de
ETAR testado



Exemplos: Nível 3 – Bioensaios de toxicidade de longo prazo e 

avaliação dos efeitos em diferentes níveis de organização biológica
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Nível 3
Validação Toxicológica
Validação Mecanística

Nível 2
Screening de Toxicidade

Predição Mecanistica

• Ensaios crónicos/Longo-termo
• Efeitos apicais
• Marcadores bioquímicos (Enzimas stress oxidativo)
• Omicas (transcritomica, metabolomica, epigenetica)



Exemplos: Nível 3 – Bioensaios de toxicidade de longo prazo e 

avaliação dos efeitos em diferentes níveis de organização biológica

Exposição geracional ao Fármaco Metformina
• Efeitos apicais
• Marcadores bioquímicos
• Marcadores moleculares



Exemplos: Nível 3 – Bioensaios de toxicidade de longo prazo e 

avaliação dos efeitos em diferentes níveis de organização biológica

Control 
3 concentrações de Metformina
ambientalmente relevantes
• 390 ng/L
• 2 929 ng/L
• 14 423 ng/L



Exemplos: Nível 3 – Bioensaios de toxicidade de longo prazo e 

avaliação dos efeitos em diferentes níveis de organização biológica

Endpoints 
Apicais: 
Crescimeno

96h
pf

60 
dpf

Gen

F0
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Exemplos: Tier 3 – Bioensaios de toxicidade de longo prazo e 

avaliação dos efeitos em diferentes níveis de organização biológica

• Ovos não ativados
• Diminuição da fecudidade
• Diminuição da % de fertelização

ovos não ativados



Exemplos: Nível 3 – Bioensaios de toxicidade de longo prazo e 

avaliação dos efeitos em diferentes níveis de organização biológica

Endpoints Bioquímicos



Exemplos: Tier 3 – Bioensaios de toxicidade de longo prazo e 

avaliação dos efeitos em diferentes níveis de organização biológica

Endpoints Moleculares



Exemplos: Tier 3 – Bioensaios de toxicidade de longo prazo e 

avaliação dos efeitos em diferentes níveis de organização biológica

RNA seq 

Most relevant pathways 
affected:

- Lipid/energy metabolism
- Steroid hormone biosynthesis
- Reproduction

Endpoints Moleculares



Exemplos: Nível 3 – Bioensaios de toxicidade de longo prazo e 

avaliação dos efeitos em diferentes níveis de organização biológica

[METEFORMINA] – 390 ng/L: 

• Interfere com processos bioquímicos e moleculares relacionados funções metabólicas nos machos de 

peixe-zebra Efeitos no crescimento

• Afeta a biossíntese de hormonas esteroides e a expressão de vtg1 e vtg2 Diminuição da taxa 
de fertilização e aumenta a presença de ovos não ativados

Implicações para a             Avaliação de Risco Ambiental

Metformina esta na 4 Watch List

• Concentração Prevista Sem Efeito (PNEC)              1 030 μg/L

• Standard de qualidade ambiental (EQS)                  160 μg/L

Valores de PNEC e EQS propostos para MET         Urgentemente Revistos



Exemplo: Nível 4 – Modelação Ecologica
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Predição Mecanistica

• Modelação Ecológica
• Estudos com mesocosmos or microcosmos
• Bioacumulação na cadeia alimentar; transferência trófica



Exemplo: Nível 4 – Modelação Ecologica

Modelo desenvolvido no AQUATOX:
• Bisfenol A (BPA), 4-Nonylphenol (4-NP), 17α-etinil-estradiol (EE2) e Diclofenac (DCF)
na concentração dos EQS propostos
• 2 aumentos de temperatura de acordo com as previsões do IPCC
(RCP 4.5 +1.8°C/RCP 8.5 + 3.7°C) 
• Relações tróficas das comunidades estuarinas



Exemplo: Nível 4 – Modelação Ecologica

• BPA e 4-NP induzem efeitos adversos a médio prazo (10 anos)
• Efeito sinergístico adverso dos 4 CECs no ecossistema
• Aumentos de temperatura testados têm um impacto inferior 
ao da mistura dos 4CECs. 

modelação ecológica:
Apoiar o desenvolvimento de estratégias
ambientais para reduzir os impactos
ecológicos de stressores ambientais



Considerações Finais

Não require ação imediata

Nível 1

SIMNão

Efeitos Significativos?

Priorização

Screening de Toxicidade
Predição Mecanística

Não require ação imediata
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Efeitos Significativos?

Efeitos Significativos?

Efeitos Significativos?
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SIM

SIM

SIM
Não require ação imediata

~
Revisão da Legislação

Medidas de Gestão Ambiental

~
Revisão da Legislação

Medidas de Gestão Ambiental



Obrigado!
Gracias!
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