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O uso de sistemas anti-vegetativos com base em compostos orgénicos de estanho
(OT-AFS), como o tributilestanho (TBT), foi amplamente usado desde 1960s. A
toxicidade deste composto originou uma série de efeitos adversos em varios
organismos ndo alvo. Um dos efeitos mais conhecidos provocados pela poluicdo por
TBT é o imposex, definido como a imposicdo de caracteres sexuais masculinos (como
pénis e vaso deferente) em fémeas de gastrépodes. Este rapidamente se tornou num
biomarcador para monitorizar a poluicdo por TBT, sendo amplamente usado em

programas de monitorizacao a nivel mundial.

O principal objetivo desta dissertacdo passa pela monitorizacdo dos niveis de imposex
em dois paises, Portugal e Cabo Verde, que tém restricdes legais distintas no que diz
respeito ao uso de OT-AFS. Em Portugal, o uso destes AFS tem sido restringido de
forma progressiva desde 1993. Foi ainda ratificada a “convencao internacional para o
controlo de sistemas anti-vegetativos nocivos em navios” (Convengédo AFS) da IMO
que veio proibir o uso de OT-AFS desde setembro de 2008. Em contrapartida, Cabo
Verde nunca desenvolveu legislacdo nacional de forma a restringir o uso de OT-AFS,
assim como ndo ratificou a convencao AFS. Deste modo, o presente trabalho analisou
a evolugéo temporal de imposex para as espécies Gemophos viverratus na llha de S&o
Vicente (Cabo Verde) e Nucella lapillus na Ria de Aveiro (Portugal), tendo como
objetivo proceder a comparacédo do impacto da poluigcdo em cada &rea de estudo, dado

0 respetivo contexto legislativo.

Individuos de Gemophos viverratus foram amostrados em 6 locais na llha de Séo
Vicente em 2019, com o intuito de avaliar a evolu¢éo da poluigdo por TBT nesta area

entre 2012 (dados previamente descritos por outros autores) e 2019.



O indice da sequéncia do vaso deferente (VDSI), o indece do tamanho relativo do pénis
(RPLI), a percentagem de fémeas afetadas por imposex (%l) e a percentagem de
fémeas esterilizadas (%S) relativos a 2019 variaram desde 0-4,0, 0-84,4%, 0-100% e
0-5,1%, respetivamente. Os niveis de imposex foram mais elevados no interior da baia
de Porto Grande, onde estdo localizadas as principais fontes de poluicdo por TBT
(portos, estaleiros e marinas). Os niveis de imposex nesta espécie permanecem

elevados desde 2012, nao se verificando uma melhoria ao longo dos Ultimos sete anos.

Individuos da espécie Nucella lapillus foram amostrados em 8 locais na Ria de Aveiro
em 2018 e 2019, e os niveis de imposex foram comparados com pesquisas realizadas
em 2013 e anos anteriores (dados disponiveis desde 1997). A evolucdo temporal
observada denota um declinio global da intensidade de imposex na area de estudo
desde 2003, como resultado da implementacéo da legislacdo. Nao obstante, dados de
2018/2019 indicam que as popula¢Bes de N. lapillus ainda permanecem afetadas por
imposex com niveis aproximadamente similares a 2013: VDSI= 0,37-1,0; 1%=37-100;
%S=0,0. A presenca de TBT na é&rea podem ser putativamente atribuida a

contaminagédo dos sedimentos.

As conclus@es deste trabalho contribuem para perceber que, apesar da proibigdo
global de OT-AFS ser proclamada como um sucesso ambiental, paises que ratificaram
a Convencao AFS, como Portugal, devem permanecer alerta atendendo aos niveis de
imposex residuais ainda presentes nas populacdes de gastrépodes, e, paises como a
Republica de Cabo Verde, onde ainda existe falta de regulamentacdo de OT-AFS,
devem tomar medidas urgentes para combater esta polui¢do, visto que a sua economia

depende grandemente de um ecossistema marinho saudavel.
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The use of antifouling systems (AFS) based on organotin compounds (OT-AFS), such
as tributyltin (TBT), was widely used since the 1960s. The toxicity of this compound
triggered a variety of adverse effects on several non-target organisms. One of the most
deleterious impacts caused by TBT pollution is imposex, defined as the imposition of
male sexual characters (such as penis and vas deferens) onto gastropod females. Soon
it became a biomarker to monitor TBT pollution and has been used routinely in

monitoring programs worldwide.

The main objective of this thesis is to monitor imposex levels in two countries, Portugal
and Republic of Cabo Verde, which have distinct legal restrictions regarding the use of
OT-AFS. In Portugal the use of these AFS has been progressively restricted since 1993,
and this country ratified the IMO “International Convention on the Control of Harmful
Antifouling System on Ships” (AFS Convention) that banned OT-AFS since September
2008. On the contrary, Cabo Verde never developed national legislation to restrict OT-
AFS, nor did the government ratify the AFS Convention. The present work assessed
the temporal evolution of imposex in Gemophos viverratus from Sao Vicente Island
(Cabo Verde) and Nucella lapillus from Ria de Aveiro (Portugal), in order to compare

the impact of this pollution in each study area, given the respective legislation context.

The whelk Gemophos viverratus was sampled at 6 sites in S&o Vicente Island in 2019,
in order to evaluate the TBT pollution trend in this area between 2012 (data previously
reported by other authors) and 2019. The Vas Deferens Sequence Index (VDSI),
Relative Penis Length Index (RPLI), the percentage of females affected with imposex

(%l) and the percentage of sterilized females (%S) regarding 2019 ranged



from 0-4.0, 0-84.4%, 0-100% and 0-5.1%, respectively. Imposex levels were highest at
sites located inside the Porto Grande Bay, where the major TBT pollution sources are
located (ports, dockyards and marinas). The imposex levels in this species remained

high since 2012, with no improvement over the last seven years.

The dog-whelk Nucella lapillus was sampled at 8 sites in Ria de Aveiro during 2018 and
2019, and the levels of imposex were compared with surveys performed in 2013 and
previous years (data available since 1997). The temporal trend observed denote a
global decline in imposex intensity in the study area since 2003, as a consequence of
the legislation. Nevertheless, data from 2018/2019 show that N. lapillus populations are
still affected by imposex with levels roughly similar to 2013: VDSI= 0.37-1.0; 1%=37-
100; %S=0.0. New inputs of TBT in the area can be putatively attributed to "historical"
TBT contamination of sediments.

The conclusions of this study contribute to perceive that although the global ban on OT-
AFS has been heralded as an environmental success, countries that have ratified the
AFS Convention, such as Portugal, should remain aware of the residual imposex levels
still present in gastropod populations, and countries, such as the Republic of Cabo
Verde, where there is still a lack of regulation of OT-AFS, should take immediate action,

as their economy rely on healthy marine ecosystems.

abstract (cont.)



“Hey, don’t worry; don’t be afraid, ever,

because this is just a ride.”

Bill Hick
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Capitulo 1 — Introducao Geral







1.1. Tintas anti-vegetativas com TBT

Ao longo das dltimas décadas, varios métodos tém sido utilizados de modo a prevenir a
bio-incrustacéo, isto &, precaver a fixacdo de organismos (bactérias, diatomaceas, moluscos,
esponjas, algas, etc.) em superficies submersas (ex.: sonares, plataformas marinhas, cascos
de embarcacdes, bdias, etc.) que sdo prejudiciais ao seu funcionamento e eficacial. No caso
das embarcagdes, a bio-incrustacdo € indesejavel na medida em que eleva o consumo de
combustivel, aumenta a frequéncia das operacGes em doca seca e provoca impactos negativos
nos equilibrios dos ecossistemas marinhos devido & introducdo de espécies exoticas®3*.
Como consequéncia, 0s sistemas anti-vegetativos (AFS — acronimo derivado do termo em
inglés antifouling systems) eram amplamente aplicados em cascos de navios de forma a

precaver a bio-incrustagio®®.

As primeiras tintas anti-vegetativas eram constituidas, maioritariamente, por agentes
biocidas toxicos como o diclorofeniltricloroetano (DDT), sais de cobre, organomercuriais e
arsénico’. Mais tarde, nos anos 1950s, foram reconhecidas, pela primeira vez, as propriedades
anti-vegetativas do tributilestanho (TBT) pertencente ao conjunto de compostos de

organoestanicos (OT).

O TBT, desde a descoberta das suas capacidades biocidas, comecou a ser utilizado
como um ingrediente ativo em tintas anti-vegetativas. Este biocida foi considerado eficaz,
econdmico e um dos mais toxicos para bactérias gram-positivas e fungos, com capacidade
de impedir a fixacdo de um largo espectro de organismos aquaticos®. Apresentava as
vantagens de ter uma elevada eficacia biocida nos cascos das embarcacdes, permitindo um
periodo operacional que podia atingir os 5 anos, para além de se degradar em compostos
menos toxicos [como o dibutil estanho (DBT), monobutil estanho (MBT) e estanho
inorganico (Sn)], sendo considerado menos perigoso gque outros biocidas usados até a altura,
como o DDT e arsénico. Por estas razoes, na decada de 1990, o TBT tornou-se o biocida
mais utilizado em AFS pela industria naval, chegando a ser utilizado por cerca de 70% da

frota mundial®°1,

Do ponto de vista ecoldgico, o uso de AFS eficazes, como os baseados em TBT,

oferecem beneficios ambientais. Estima-se que a aplicagdo dessas tintas esteja associada a

3



poupanca de combustivel, contribuindo para uma diminuicdo das emissdes de didxido de
carbono na atmosfera. Por outro lado, previne a introducdo de espécies exoticas nos

ecossistemas??13.

Apesar dos beneficios, o TBT revelou-se um dos poluentes mais perigosos a ser
introduzido de forma deliberada nos ecossistemas aquaticos, dada a sua toxicidade para uma
grande diversidade de espécies ndo-alvo. O TBT foi concebido com uma toxicidade elevada
de forma a ser eficaz nas superficies dos navios. Contudo, uma vez introduzido no ambiente
aquatico, é dispersado e rapidamente adsorvido pela biota e particulas suspensas que se
depositam mais tarde nos sedimentos*. Tem capacidade de se bioacumular nos organismos
aquaticos, através do contacto com agua, sedimentos, ou da ingestdo de alimento

contaminado?®®.

A sua elevada toxidade foi observada inicialmente devido as ma-formagdes nas
conchas de ostras do Pacifico (Crassostrea gigas), na baia de Arcachon, Franca®®. O TBT
causou anomalias na sua reproducédo e deformacdes na concha devidas a calcificagdo da
mesma, 0 que originou um declinio no mercado, traduzindo-se numa perda de milhdes de
ddlarest’. Até ao momento, ja sdo varios os efeitos ecotoxicoldgicos da poluicdo por TBT
descritos, que afetam diferentes grupos taxondmicos (fitoplancton, crustaceos, moluscos,
peixes e mamiferos)®. Mais recentemente, tém sido estudados, de forma mais afincada, os
efeitos deste composto em humanos, devido ao seu efeito obesogénico. Do leque de grupos
taxonomicos afetados, o que se verificou mais sensivel a este composto é o tdxon dos
moluscos, devido a sua baixa capacidade para metabolizar e eliminar este composto que,
como consequéncia, resulta numa maior bioacumulacdo do TBT, manifestando impactos

negativos a concentragdes inferiores que outros taxa'®.

1.2. Imposex

O imposex é o principal efeito bioldégico em resposta a poluicdo por TBT em
neogastrépodes. A masculinizacdo em fémeas de neogastropodes foi inicialmente verificada
por Blaber (1970)*° em fémeas de Nucella lapillus, surgindo, em 1971, Smith?® com o termo

imposex, definido como a superimposi¢do de érgdos genitais masculinos (vaso deferente e



pénis) em fémeas de gastropodes®. Este fendomeno morfoldgico tornou-se um problema
ecoldgico alarmante pois, nos seus estados mais avangados, desencadeia a esterilizagdo das
fémeas que, consequentemente, provoca uma diminuicdo da populagdo, ou mesmo a sua
extingdo?l. Atualmente, o imposex tornou-se um dos efeitos mais bem estudados causados
pelo TBT e, por essa razéo, considerado como um dos biomarcadores mais precisos e
fidedignos na biomonitorizacdo da poluicdo por TBT?2. Tem uma elevada especificidade e
sensibilidade, € classificado através de uma simples observagdo com suporte a esquemas de
classificacdo definidos para as diferentes espécies, ndo requer um elevado consumo de tempo
e € um método de baixo custo, visto ndo ser necessario o uso de equipamento sofisticado?.
Permite, também, inferir sobre a quantidade de TBT presente, devido a elevada correlacdo
entre 0 imposex e os niveis de TBT encontrados nos tecidos dos animais?*. E importante
mencionar que o imposex € um fendmeno irreversivel, o que significa que o nivel observado
num determinado individuo corresponde ao total de TBT acumulado ao longo de toda a sua

vida®®.

O imposex é geralmente calculado através de diferentes indices: o tamanho relativo
do pénis (RPSI), calculado pela equagio [(média do tamanho do pénis das fémeas)®/(média
do tamanho do pénis dos machos)® x 100]?* ou comprimento relativo do pénis (RPLI)
calculado pela equacdo (média do comprimento do pénis nas fémeas/média do comprimento
do pénis nos machos x 100)?!, percentagem de fémeas afetadas por imposex (%l), e
percentagem de fémeas estéreis (%S), indice de sequéncia de vaso deferente (VDSI). O
parametro mais importante a determinar no estudo do imposex é o indice da sequéncia de
vaso deferente (VDSI) porque (i) permite comparacdo de espécies de gastropodes afetados
relativamente a sensibilidade a poluicdo por TBT, (ii) ndo existem varia¢bes sazonais
associadas, (iii) € o Unico indice que apresenta significancia ecoldgica, pois permite
identificar a proporcdo de fémeas esterilizadas na populacdo e, como tal, determinar a
capacidade reprodutiva da populacéo, (iv) exibe maior sensibilidade para a intensidade de
imposex do que outros indices (RPLI, RPSI) e (v) € o indice que exibe uma maior correlacédo
com os niveis de TBT?®. Atualmente, o imposex ja foi descrito para cerca de 260 espécies de
gastropodes, muitas das quais utilizadas como bioindicador fidvel em estudos de
biomonitorizacdo?®. Neste estudo, foram selecionadas duas espécies bioindicador: Nucella

lapillus (Portugal) e Gemophos viverratus (Cabo Verde).



1.2.1. Nucella lapillus

N. lapillus (Fig. 1.1) € um neogastropode
maioritariamente encontrado em zonas rochosas
costeiras, em locais com elevada exposicdo a
ondulag&o e, também, zonas abrigadas. E uma espécie
com ampla distribuicdo no Norte do oceano Atlantico:

Sul de Portugal até ao norte da Russia, Gronelandia,

Figura 1.1 - Nucella lapillus. Exemplar
Islandia e zona norte dos Estados Unidos da América®’. recolhido na Costa Nova, Portugal.

A sua concha é conica e firme, com tamanhos comummente entre 25-35 mm, no
entanto, estes valores podem variar dependendo da exposicao hidrodinamica dos individuos
no seu habitat: em locais abrigados a sua taxa de crescimento € superior e, como tal, a concha
é mais alongada; em areas com maior exposicao a ondulacdo, a sua concha tem um tamanho
inferior tornando-se mais pequena e robusta?’. Tem também uma variabilidade de cores:
branca, amarela, castanha e cinzenta (Fig. 1.2). De acordo com Gibbs et al. (1999)%*, estas
variacGes morfoldgicas encontradas entre diferentes populacGes podem ser atribuidas (i) a
inexistente fase planctonica (capacidade de dispersdo muito limitada), (ii) a reduzida

capacidade de deslocacédo de adultos (os animais permanecem no mesmo local).

Na familia Muricidae, neogastropodes como N. lapillus s&o carnivoros, alimentando-
se maioritariamente de cracas e mexilhdes, podendo incluir na sua dieta outros gastropodes

ou bivalves?,

Figura 1.2 - Variacdo de cores de Nucella lapillus (Costa Nova, Portugal).



A longevidade observada desta espécie sdo 6 anos (podendo ser ultrapassada em areas
abrigadas da elevada exposicdo ondular) e a maturidade sexual pode ser atingida apds o
segundo ano ou um pouco depois?*. Dependendo das regides, a época de reproducdo pode
ser anual ou apenas em meses especificos?®. A reproducio inicia-se com o esperma a ser
transferido para a bolsa copuladora durante a copulacéo, onde ocorre fertilizagéo interna. Os
ovos sdo fertilizados no oviduto e, posteriormente, agrupados em conjuntos de
aproximadamente 600 ovos, que sdo encapsulados por secre¢des produzidas na glandula
capsular. As cépsulas de ovos atravessam o oviduto e permanecem em contacto com a
glandula pedal ventral. Por fim, atravessam um processo de moldagéo e endurecimento, de
forma a serem posteriormente aplicadas numa superficie rochosa (locais abrigados ou até

mesmo em concha de mexilhdo) (Fig. 1.3)%.

Figura 1.3 - Nucella lapillus. Espécimes e capsulas de ovos encontrados na Torreira,
Portugal.

A N. lapillus é uma espécie com sexos separados, no entanto, nao é possivel fazer a
distincdo entre macho (Fig. 1.4 A) e fémea (Fig. 1.4 B) pelas caracteristicas exteriores das
suas conchas. Ap6s a remocao do animal da concha, existem caracteristicas que permitem

distinguir ambos o0s sexos: (i) os machos tém um pénis posterior ao tentaculo direito e (ii)



presenca da vesicula seminal nos machos; (iii) presenca da glandula ingestora de esperma,

nas fémeas, com uma cor castanho-escura.

Figura 1.4 - Nucella lapillus. Caracteristicas externas de macho (A,C) e fémea (B,D) ap6s remocao da concha.
Abreviagdes: a, anus; bc, bursa copulatrix; em, extremidade do manto; f, figado; ga, glandula albumen; gc,
glandula capsular; gh, glandula hipobranquial; ge, glandula ingestora de esperma; gr, glandula retal; mc,
musculo columela; o, opérculo; ov, ovario; pe, pé; p, pénis; pr, prostata; r, reto; td, tentaculo direito; t, testiculos;
vd, vaso deferente; v, vulva. Adaptado de Gibbs et al. (1987)% e Gibbs et al. (1999)*

As fémeas com desenvolvimento de imposex tém como base a mesma estrutura de
desenvolvimento dos machos, nestes 0 vaso deferente € o canal que se situa entre a prostata
e o pénis. (Fig. 1.4 C). Nas fémeas, 0 vaso deferente tem inicio na vulva, percorrendo o manto
até ao pénis no seu estado mais avancado. Em 1987, Gibbs?' descreveu um esquema de
sequéncia de vaso deferente (VDS) classificado de 0 a 6 de forma a classificar o

desenvolvimento do nivel de imposex em N. lapillus (Fig 1.5):

Estadio 1 — Formacdo de vaso deferente na vulva;

Estadio 2 — Desenvolvimento de peénis;

Estadio 3 — Crescimento de vaso deferente a partir do pénis e da vulva;
Estadio 4 — Canal do vaso deferente completo desde a vulva até ao pénis;

Estadio 5 — Desenvolvimento excessivo do vaso deferente com consequente oclusdo da

vulva;



Estddio 6 - Bloqueio das capsulas de ovos originando a sua acumulagéo.
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Figura 1.5 - Nucella lapillus. Esquema de desenvolvimento do imposex dividido em 6 estadios. Abreviagoes:
a, anus; ca, massa de capsulas abortadas, gc, glandula capsular; p, pénis; vd, vaso deferente; v, vulva.
Adptado de Gibbs et al 1987%°

1.2.2. Gemophos viverratus

A literatura para esta espécie € escassa, Nndo
permitindo fazer uma caracterizacdo morfologica
exata. G. viverratus (Fig. 1.6) pode ser encontrada

em locais rochosos costeiros da zona intertidal. A

sua distribuicdo ocorre na costa oeste africana,
ilhas Canérias e Replblica de Cabo Verde, Figura 1.6 - Gemophos viverratus.

] ] ) Exemplar recolhido na Praia da Galé, Ilha
pertencentes a regido  biogeografica da de Séo Vicente, Cabo Verde.

Macaronésia®.

As suas dimensfes médias comparativamente a N. lapillus, sdo superiores, variando
entre 30 a 40 mm. A concha é fusiforme e sélida, sendo visiveis variadas estrias transversais

com diferentes padrdes de cores (verde, castanho e roxo)*° (Fig. 1.6).

Os individuos desta espécie podem ser encontrados até 10 metros de profundidade,
em locais rochosos®. N&o havendo informagcéo sobre a sua alimentagao, podemos inferir que,

pertencendo ao género Pisaniidae, sdo também um predador®!,

Para os individuos de G. viverratus, também ndo é possivel uma distingdo exterior,
contudo, os sistemas reprodutores de ambos os sexos sao facilmente diferenciados quando
retirados da concha. Nos machos pode ser observado o pénis posterior ao tentaculo ocular
direito, que pode atingir até um terco do tamanho do individuo sendo facilmente visivel a

olho nu, bem como a vesicula seminal, e nas fémeas a glandula capsular de cor branca. Nos



machos, o pénis tem uma ponta que esta envolvida por uma bainha e, também, um ducto
peniano no seu interior que o esperma percorre até ser expelido para a fémea. O vaso
deferente (continuacdo do ducto apds saida do pénis) tem uma configuragdo linear ficando
torcido até a formacdo da préstata distal. A prostata distal é ligeiramente elevada no manto
quando atinge o seu completo desenvolvimento. A partir da prostata, o vaso deferente
prossegue de forma linear percorrendo o lado direito do manto até ao reto?® (Fig 1.7 B). O
desenvolvimento de imposex nas fémeas (Fig. 1.7 C) tem como base 0 mesmo processo, com
a diferenca de que o vaso deferente termina na entrada da vulva, ou passa ao lado da sua

abertura (como explicado no esquema abaixo).

Figura 1.7 - Gemophos viverratus. A- Fémea com cavidade do manto
exposta. B- Macho com a cavidado do manto exposta. C- Fémea com

imposex. Abreviagdes: a, anus; em, extremidade do manto; o, olho; pe,
pé; p, pénis; pd, prostata distal; pp, prostata proximal; t, tenticulo; va,

vagina; vd, vaso deferente; v, vulva. Imagem adaptada de Lopes-dos-

Santos et al. (2014)%

Para expressar a morfologia do imposex nesta espécie, foi usado como base o
esquema descrito para a espécie C. cecillei da mesma familia (Pisaniidae), primeiramente
apresentado e descrito por Shi et al. (2005)*? e, posteriormente, adaptado por Lopes-dos-
Santos et al. (2014)% para G. viverratus. O esquema esta dividido em 6 estadios, sendo que

cada estadio tem trés tipos de desenvolvimento diferentes (a, b e c¢) (Fig. 1.8).
Estadio 1

Tipo a: Atras do tentaculo ocular direito, encontra-se um pequeno pénis sem ducto peniano

ou bainha peniana;

Tipo b: desenvolvimento de vaso deferente no local de crescimento de pénis;
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Tipo ¢, c*: desenvolvimento de vaso deferente com inicio na abertura (tipo c) ou passagem

ao lado (tipo c*) da vulva.
Estadio 2
Tipo a: pénis com ducto peniano a fechar, ou fechado atras do tentaculo ocular direito;

Tipos b, b*: desenvolvimento de vaso deferente atrds do tentaculo ocular direito e na

abertura (tipo b) ou passagem ao lado (tipo b*) da vulva;

Tipos ¢, c*: pequeno pénis sem ducto peniano ou pequeno cume e um vaso deferente na

abertura (tipo c) ou passagem ao lado (tipo c*) da vulva.
Estadio 3
Tipo a: pénis, sem bainha, com ducto peniano dando continuagéo ao vaso deferente;

Tipos b, b*: vaso deferente continuo a partir do tentaculo ocular direito até a abertura (tipo

b) ou passagem ao lado (tipo b*) da vulva.

Tipo ¢, ¢*: penis, sem bainha, com ducto peniano com continuagdo como vaso deferente e

desenvolvimento de vaso deferente desde a abertura (tipo ¢) ou ao lado (tipo c*) da vulva.
Estadio 4

Tipo 4, 4*: pénis com bainha (geralmente) e com um vaso deferente continuo desde o pénis
até a abertura da vulva (tipo 4) ou passando ao lado (tipo 4*). Neste estadio comeca a ser

visivel o desenvolvimento da prostata distal com localizacdo anterior a do pénis.
Estadio 5

Tipo a: a vagina diminui, a vulva fica ausente e pode ser encontrada na vulva uma extensao

da prostata.

Tipo a*: extensdo da prostata perto da abertura da vulva, no entanto a vagina € completa e a

vulva continua com uma abertura.

Tipo b: tecido do vaso deferente prolifera-se, originando a oclusdo da abertura da vulva,

podendo formar “nddulos” ou “bolhas”.
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Tipo b*: proliferacéo de células na regido vaginal (vulva continua aberta), origina formagéo

de nodulos e bolhas que causam o bloqueio ou contor¢do do oviduto.

Tipo ¢, ¢*: continuidade do vaso deferente na abertura (tipo ¢) ou ao lado (tipo c*) da vulva
e fecho ontogénico do oviduto paleal incompleto.

Estadio 6

Tipos a, a*, b e b*: diferenciam-se do estadio 5 devido a presenca no oviduto de capsulas
de ovos abortados.
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Figura 1.8 - Gemophos viverratus. Estadios com tracejado ndo foram encontrados no estudo de
Lopes-dos-Santos et al. (2014)%*. Abreviacdes: bp, bainha do pénis; ca, capsulas abortadas; dp,
ducto peniano; gc, glandula capsular; gca, glandula capsular aberta; ocv, ocluséo da vulva; p,
pénis; pr, prostata; t, tentculo; vd, vaso deferente. Esquema adaptado de Lopes-dos-Santos et al.
(2014)%



1.3. Legislacéo

O impacto da poluicdo por TBT no colapso da industria comercial das ostras em
Franca, foi 0 ponto de partida para o governo francés ser o primeiro a regular o uso de tintas
anti-vegetativas. Assim, em 1982 proibiram o uso de OT-AFS com mais de 3% de TBT em
navios menores de 25 m, em areas de intensa producédo de ostras e, posteriormente, a toda a
costa'’. E importante referir, que ap6s a proibicéo do uso de tintas contendo TBT verificou-
se uma normalizacio do crescimento e reproducéo das culturas de ostras®*. A descoberta do
imposex na costa Inglesa®®, também associada a polui¢do por TBT, levou a adogdo de uma
legislacdo semelhante em 1987, nos Estados Unidos da América em 1988, sendo seguidos
pela Suica, Austria, Canada, Alemanha, Itlia, Japdo entre outros®*=°,

A problematica do TBT foi levantada em 1988 no Comité de Protegdo Ambiental
Marinha (MEPC) da Organizagdo Maritima Internacional (IMO), apds serem pedidas a IMO
medidas legais para restringir o uso de OT-AFS atendendo aos estudos disponiveis sobre 0s

efeitos do TBT nos ecossistemas marinhos®’.

A 21 de dezembro de 1989, a Comissédo Europeia (CE) alterou, pela oitava vez, a
Diretiva 76/769/EEC®, introduzindo a Diretiva 89/677/CEE®* que proibia a aplicacio de
tintas anti-vegetativas com TBT em embarcacGes inferiores a 25m e outras estruturas
aquaticas. Esta diretiva foi transposta para a legislacdo Portuguesa em 1993 (Decreto Lei
54/93)%°, Assim, “nfo sdo admitidos como substancias e componentes de preparagdes
destinadas a ser utilizadas para impedir a fixacdo de microrganismos, plantas ou animais:
a) Aos cascos de embarcacdes de comprimento de fora a fora, tal como definido pela norma
ISO 8666, inferior a 25 metros; b) As gaiolas, flutuadores, redes e a qualquer outra
aparelhagem ou equipamento utilizado em piscicultura; c) A qualquer aparelhagem ou
equipamento total ou parcialmente imerso. Essas substancias e preparacdes: (i) podem ser
colocadas no mercado apenas em embalagens de capacidade néo inferior a 20 litros, (ii)
nao podem ser vendidas ao publico em geral, mas unicamente aos utilizadores profissionais.
Sem prejuizo da aplicacdo de outras disposi¢cGes comunitarias em matéria de classificacéo,
embalagem e rotulagem das substancias e preparacfes perigosas, a embalagem de tais

preparacoes deve ostentar, de modo legivel e indelével, as seguintes mencdes: «N&o utilizar
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em embarcacgdes de comprimento de fora a fora inferior a 25 metros nem em qualquer
aparelhagem ou equipamento utilizado em piscicultura.» e «Reservado aos utilizadores
profissionais.» N&o sdo admitidos como substancias e componentes de preparacdes
destinadas a ser utilizadas no tratamento das aguas industriais, independentemente do seu

uso3®.”

Em novembro 1990, a MEPC adotou a Resolugdo MEPC.46(30) “Medidas para
Controlar Possiveis Impactos Adversos Associados ao uso de Compostos de Tributil Estanho
em Tintas Anti-Vegetativas”, cujo objetivo consistia em sugerir recomendagdes de forma a
eliminar o uso de TBT-AFS em navios <25 m e proibir o0 uso de AFS com uma taxa média
de dispersdo >4 mgTBT.cm.dia. Estas medidas seriam provisorias até a IMO implementar

uma proibicdo e alternativa ao uso das mesmas a nivel global®®.

Apos longas deliberagdes, na 212 reunido geral da IMO, em novembro de 1999, com
base na Resolugdo A.895 (21) da MEPC, foi estabelecida a proibigéo a nivel global da
aplicagéo ou reaplicacdo de OT-AFS com inicio a 1 de janeiro de 2003 e aboligéo total a
setembro de 2008. Apos essa Resolucdo, a 5 de Outubro de 2001, foi criada a “Convencao
Internacional do Controlo de Sistemas Anti Incrustantes Nocivos em Navios” (Convengao
AFS) com o objetivo de colocar um fim a problematica de OT-AFS, particularmente o TBT,
bem como a prevencdo do uso de novos compostos toxicos*t. A convengdo AFS entrou
legalmente em forca, a setembro de 2008, apenas ap0s a ratificacdo de 25 estados, que

representam um minimo de 25% da arqueacdo bruta do transporte de mercadorias mundial.

A CE, antecipando atrasos na implementacdo desta legislacdo, e no seguimento da
convencgdo AFS, a 9 de julho de 2002, aprovou a diretiva 2002/62/CE a fim de “proibir, a
partir de 1 de janeiro de 2003, a colocacdo no mercado e a utilizacdo de compostos
organoestanicos para utilizacdo em AFS, em relacdo a todos os navios independentemente
do seu comprimento™?. Posteriormente, a EU adotou a Regulagdo 782/2003, que “a partir
de 2 de julho de 2003, proibe os revestimentos que integrem na sua composicdo TBT ativo a
todos os navios com direito a arvorar o pavilhdo de um Estado-Membro, e cujo sistema anti
vegetativo tenha sido aplicado, alterado ou substituido apds essa data*?. Além disso, a EU
determinou que partir de janeiro de 2008 “0s navios cujos cascos tenham revestimentos que

integrem TBT ativo na sua composi¢do néo poderdo entrar nos portos comunitarios’*2,
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E importante mencionar neste capitulo a convencdo de OSPAR, em 1992, para a
Protecdo do ambiente marinho no Nordeste Atlantico. Os paises pertencentes & OSPAR
incluem Finlandia, Franca, Beélgica, Dinamarca, Holanda, Islandia, Alemanha, Irlanda,
Portugal, Noruega, Suicga, Suécia, Luxemburgo, Reino Unido e a Unido Europeia. As Partes
Contratantes da Convencao OSPAR tém por obrigacdo “tomar todos os passos possiveis para
prevenir e eliminar poluicdo e devem assegurar as medidas necessarias para proteger as areas
marinhas contra os efeitos adversos de atividades antropogénicas para salvaguardar a satde
e conservar 0s ecossistemas marinhos e, quando possivel, restaurar areas marinhas que

tenham sido afetadas negativamente™*3,

A proibicdo de tintas com TBT foi adotada pela maioria dos paises Europeus
(incluindo Portugal), da América e alguns na Asia. A maioria dos paises Africanos ainda ndo
séo signatarios da Convencdo AFS em 2019 como Guiné, Angola, Gana, e a Republica de

Cabo Verde, que tem a maior relevancia para este trabalho**.

1.4. Objetivos e fundamentos da dissertacao

O principal objetivo desta dissertacdo passa pela monitorizacdo da evolucdo do
imposex, causada pela poluicdo por TBT, em dois paises diferentes: Portugal e Cabo Verde.
E importante realcar que em Portugal existe legislacio que interdita o uso de tintas anti-
vegetativas com TBT e, em Cabo Verde, ndo existe qualquer legislacdo nacional ou

internacional aplicada até ao momento que proiba a utilizagdo deste biocida.

Este estudo sera dividido em quatro capitulos: um capitulo introdutorio, dois capitulos
de desenvolvimento com os trabalhos de pesquisa realizados e um ultimo capitulo para as

consideracgoes finais.

O primeiro capitulo consiste, primeiramente, numa descri¢cdo da problematica da
poluicdo por TBT no ambiente marinho. Seguidamente ¢é apresentado o imposex, como um
dos efeitos nefastos desta contaminacdo, expondo e descrevendo as duas espécies estudadas
(Nucella lapillus e Gemophos viverratus). Posteriormente, é apresentada uma perspetiva

cronoldgica das politicas e legislacdes formuladas e implementadas respeitantes a utilizacdo
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de tintas OT-AF. Numa fase final deste capitulo, sdo descritas de forma pormenorizada as

duas &reas de estudo: Ria de Aveiro (Portugal) e Sdo Vicente (Republica de Cabo Verde).

No capitulo dois, é descrito o processo de monitorizagdo realizado na ilha de Séo
Vicente, na Republica de Cabo Verde utilizando a espécie G. viverratus. Todo o processo de
recolha e analise da amostragem é descrito neste capitulo, assim como € feita uma anélise

evolutiva dos niveis de imposex, comparativamente ao ultimo estudo realizado, em 2012.

No capitulo trés, é apresentado o trabalho realizado na Ria de Aveiro, em Portugal
utilizando como bioindicador a espécie N. lapillus. Os niveis de imposex também serdo
analisados numa perspetiva cronolégica tendo por base dados da ultima monitorizagdo
realizada em 2013 e os dados recolhidos para o desenvolvimento deste estudo, 2018 e 2019.

Por fim, no capitulo quatro, sdo elaboradas as consideragdes finais, tendo em conta
que as discussbes gerais para cada trabalho de pesquisa estdo descritas em cada um dos
capitulos correspondentes (2 e 3). Neste capitulo € realizada uma reflexdo mais ampla
relativamente aos impactos dos diferentes niveis de imposex identificados ao longo da anéalise

dos dados.

1.5. Caracterizagao das areas de estudo

1.5.1. Ria de Aveiro, Portugal

A Ria de Aveiro (40°38’N, 8°45’W) esta localizada na costa noroeste de Portugal,

sendo a cidade de Aveiro o municipio principal*“.

A ria é um sistema estuarino com uma profundidade média baixa, cerca de 1 m e uma
profundidade maxima de aproximadamente 30 m (na embocadura). Nos canais de navegacgédo
podem, também, ser observadas profundidades elevadas, com cerca de 10 m, que sdo
mantidas artificialmente através de dragagens de manutencio. A sua area varia entre 83 km?
na preia-mar e 66 km? na baixa-mar. Tem um comprimento de 45 km e uma largura maxima,

na zona central, de 8,5 km“®.
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A topografia da Ria consiste em 4 canais principais, em que todos eles tém uma fonte
de agua doce (Fig. 8): 1 que se estende na direcdo Este-Oeste (Espinheiro) e 3 que se
estendem na direcdo Norte-Sul (S&o Jacinto, Mira e ilhavo), sendo que Mira e ilhavo sio
canais estreitos e pouco profundos que correm para sul e, S&o Jacinto, largo e profundo, que

corre para norte*647,

A dindmica da Ria é governada pelas forcas da maré oceénica, que se propagam de
Sul para Norte, penetrando apenas pela embocadura e dominando dessa forma o
hidrodinamismo da Ria de Aveiro, que apresenta, assim, uma elevada sazonalidade. A maré
é predominantemente semidiurna e modelada por um ciclo quinzenal bastante importante,
pois esté relacionado com o evento de marés vivas e marés mortas. A sua maré é classificada
como mesotidal (com uma amplitude média de 2m), na embocadura a amplitude varia entre
0.6 m em maré morta e 3.2 m em maré viva. O Rio Vouga tem a maior descarga na ria,
contribuindo com cerca de 2/3 da 4gua doce da entrada media total da ria, seguindo-se o rio

Antua‘®.

As potenciais fontes de TBT na Ria de Aveiro sdo as docas e marinas, que estao
localizadas numa extensdo de 9 km ao longo do canal de navegacdo principal, desde a
embocadura até a cidade de Aveiro. Também os portos sdo uma fonte de contaminacéo: no
lado oeste do canal de Sao Jacinto existe uma construcdo naval para navios com um peso até
2000 toneladas e no lado sul um terminal de porto comercial e um terminal de porto quimico.
Em Aveiro existem também as docas, um terminal de porto comercial e de pesca. No final
do canal de S&o Jacinto e na zona ocidental e oriental do canal de Mira existem 3 marinas
com capacidade até 100 barcos, ndo esquecendo 0s pequenos barcos de pesca ou para
atividades lGdicas que se encontram ao longo de todos os canais da Ria de Aveiro®.
Previamente a implementacao das legislacdes relacionados com o uso de OT-AFS em 1993,
a costa portuguesa, inclusive a ria, estava contaminada, com as populacfes de Nucella

lapillus a apresentarem elevados nivel de imposexo®4°,

Apenas em 2003, ap0s a implementacao da regulacdo (CE) N° 782/2003, relativa a
proibicdo de compostos organoestanicos em navios, ocorreram diminuicdes significativas do
nivel de imposexo na Ria de Aveiro®, algo que se verificou, também, em estudos realizados

ao longo de toda a costa portuguesa®°2. Apesar das diminuicdes significativas verificadas
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nas varias campanhas de monitorizagdo realizadas ao longo da Ria de Aveiro, ainda ndo foi
atingido um total desaparecimento de imposex e do TBT e uma recuperagdo total da
populacdo de Nucella lapillus. Por essa mesma razao, ¢ fundamental a execucgdo de estudos
de monitorizacdo de imposex periddicos, pois, apenas dessa forma é possivel estudar a

capacidade de permanéncia do TBT nos ecossistemas marinhos.
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Figura 1.9 - Mapa da Ria de Aveiro, Portugal. Adaptado de
Barroso et al. (2000)*
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1.5.2. Cabo Verde

A Republica de Cabo Verde (15.02N, 23.34W), é constituida por 10 ilhas e 8 ilhotas
de origem vulcanica, com uma area total de 4033 km? (Fig. 1.9)%%. Tem uma costa de 965
km, esta localizada na costa ocidental Africana (a 500-700 Km da costa do Senegal) e tem
uma Zona Econdmica Exclusiva de 734 km?. Pertence a uma regido que inclui outros 3
arquipélagos (Canarias, Acores e Madeira), neste caso, regido biogeografica da Macaronésia.
As ilhas da Republica de Cabo Verde estdo divididas em ilhas de Barlavento [Santo Antdo
(SA), Sao Vicente (SV), Santa Luzia (LZ), Ilhéus Raso e Branco (IR), Sdo Nicolau (SN), Sal
(SL) e Boavista (BV)] e Sotavento [Maio (MO), Santiago (ST), Fogo (FG), Brava (BR),
IIhéus Grande, de Cima e Luis Carneiro (1G)]>*.

O arquipélago esta sob influéncia de fortes correntes: a corrente fria das Canarias
(Corrente Equatorial Norte) gira para Oeste e Nordeste, e a contracorrente equatorial
proveniente do Sul que se dirige para Noroeste. Devido a interacdo das duas massas de agua,
ocorrem formacdes de frentes hidrologicas que retinem condicdes ideais para concentracdes
de biodiversidade marinha. Assim sendo, as ilhas sdo consideradas hotspots de
biodiversidade, tanto de fauna como de flora, porém, tém uma abundéancia reduzida com um

potencial de recurso haliéutico baixo®4,

Sendo um pais subtropical, podem ser consideradas 2 estacdes: quente (julho a
novembro com uma temperatura média da dgua a rondar 26-27°C) e moderada (dezembro a

junho com a agua entre 22-23°C)%.
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Medina et al. (2007)%

1.5.2.1. S&o Vicente, Cabo Verde

S&o Vicente é a segunda ilha mais populosa da Republica de Cabo Verde, com um
comprimento de 24 km, largura maxima de 16 km e uma area de 228 km?. E considerada
uma ilha pouco acidentada, com o ponto mais alto a 774 m de altitude, o Monte Verde. Esta
ilha tem cerca de 78000 habitantes, sendo que a maioria se encontra na capital, a cidade de
Mindelo®’. O clima ¢ bastante seco, com uma temperatura média anual de 24°C e, devido a

baixa precipitacio, a 4gua para a populacdo provém da dessalinizacdo da agua do mar®®,

A cidade de Mindelo encontra-se cercada pela baia do Porto Grande, que tem o porto
mais importante do pais. Construido em 1962, teve um grande impacto no desenvolvimento
econdmico da cidade e do pais. Desde 1838 tornou-se um importante ponto de paragem para
rotas transatlanticas dos britanicos, com numerosas empresas de carvao a estabelecerem-se
no Porto Grande. Tem 2 km de raio, profundidade entre os 11 e 30 metros, e a sua localizacédo
tem boas condigdes, pois estd protegida de ventos e correntes, oferecendo excelentes
condicbes de entrada e abrigo a embarcacdes. E um porto certificado com o cédigo

internacional para a protecdo de navios e instalacfes portuarias (ISPS Code), implementado
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Figura 1.11 - Mapa topografico da ilha de Sdo Vicente, Cabo Verde. Adaptado de
Ancochea et al. (2010)1%

pela IMO®. Na proximidade da baia, para além do Porto Grande, existem duas marinas
(Marina Mindelo e Sport Fishing Club), dois estaleiros (Cabnave e Wilson) e varias empresas
industriais muito importantes para o pais (ENAPOR, ELECTRA, SHELL, MOAVE,
ENACOL).

A Republica de Cabo Verde tem vindo a crescer a nivel socioeconémico nos ultimos
anos através do aumento de turismo, que por sua vez implica um aumento da urbanizacéo,
amplificando a necessidade de melhoria em transportes e servicos nas cidades. Estes
desenvolvimentos tém varios beneficios para o pais, no entanto, desencadeiam um aumento
na preocupacdo ambiental devido & reduzida capacidade de resposta e gestdo do pais®®. Dos
principais problemas ambientais salientam-se défices no tratamento de residuos domésticos,
industriais, hospitalares e saneamento basico. Também a ma gestéo do tratamento de residuos

solidos e a sua deposicdo ndo controlada leva a que, muitas vezes, terminem no mar.

O desenvolvimento socioecondmico reflete-se, também, no crescimento do trafego
maritimo-portuario no Porto Grande localizado na cidade de Mindelo. Considerado o maior
Porto do Pais tem, claramente, um impacto positivo na economia da cidade e do pais, pois
esta localizado numa posi¢do central no trafego maritimo mundial. Como referido acima, a

Republica de Cabo Verde ndo ratificou a convencdo AFS, permitindo a navegacao de navios
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com OT-AFS. O aumento do tréfego aliado a utilizacdo de TBT pode ter implicacdes
prejudiciais para o equilibrio do ecossistema marinho. Estudos relacionados com a
problemética da poluicdo por TBT em paises Africanos sdo escassos, originando uma grande
lacuna de informacdo, no entanto, ja foram realizados estudos na Tunisia®626364
Marrocos®®, Gana® e Africa do Sul®’. Para Cabo Verde, foi realizado um estudo em 2012
para a espécie Gemophos viverratus, que demonstrou niveis de imposex bastante elevados,

com fémeas a atingir a esterilidade consoante a proximidade ao Porto Grande*8,

Estudos de monitorizagdo sdo de extrema importancia em casos que comprometem a
sobrevivéncia da populacdo, como é o caso da ilha de S&o Vicente em Cabo Verde. Apesar
da ndo ratificacdo do pais na convencdo AFS, é cada vez maior a percentagem de barcos
provenientes de paises signatarios da convencao que circulam no Porto Grande, para alem de
que, sdo cada vez mais utilizadas tintas alternativas ao uso de OT-AFS. Desta forma, é

expectavel que em 2019, os niveis de imposex tenham diminuido na ilha de S&o Vicente.
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Capitulo 2 — Assessment of imposex in Gemophos
viverratus from Sao Vicente (Republic of Cabo
Verde): a resurvey in 2019
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Abstract

The use of Organotin-based Antifouling Systems (OT-AFS) was globally banned since
September 2008 by the “International Convention on the Control of Harmful Antifouling
System on Ships” (AFS Convention) under the IMO aegis. However, some countries did
not implement restrictions regarding the use of OT-AFS. For instance, the Republic of
Cabo Verde never developed national legislation to control OT-AFS, nor did the
government ratify the AFS Convention. Gemophos viverratus imposex levels were
assessed along the S&o Vicente Island (Cabo Verde) coast in 2019 and compared with
data available for 2012, for the same sampling sites, in order to assess the temporal
evolution of TBT pollution in this island. The vas deferens sequence index (VDSI),
relative penis length index (RPLI), the percentage of females affected with imposex (%l)
and the percentage of sterilised females (%S) in 2019 ranged from 0-4.0, 0-84.4%, O-
100% and 0-5.1%, respectively. Populations with the highest levels of imposex were
observed inside the Porto Grande Bay, where the major ports, dockyards and marinas are
located. The imposex levels in this area remained high since 2012, with no improvement
over the last 7 years, which calls for an immediate action by the government to implement
a more comprehensive survey to identify the main sources of TBT to the region,
especially since the economic growth of Cabo Verde is highly dependent on an healthy

marine environment.

Keywords: Gemophos viverratus, TBT pollution, Imposex, Cabo Verde, Africa
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2.1. Introduction

Tributyltin (TBT) was introduced as a biocide into ship antifouling systems (AFS)
in the mid-1960s, which gave rise to a severe pollution scenario around the world*. One
of the adverse effects of TBT pollution is the imposex, defined as the superimposition of
male characters (such as a penis and a vas deferens) onto gastropod females, described
for about 260 gastropod species worldwide?3. This phenomenon may lead to female
sterilization with consequent population decline or extinction, causing serious ecological
impacts*. TBT has been subject to progressive legal restrictions in many countries and,
more recently, the International Maritime Organization (IMO) adopted the International
Convention on the control of harmful anti-fouling systems on ships (AFS-Convention)
that prohibits the global use of TBT-AFS (as well as other hazardous biocides, such as
triphenyltin) since September 2008°.

Imposex is one of the best examples of a specific and dose dependent biological
effect cause by a pollutant, and one of the most reliable biomarkers used in marine
pollution monitoring®. For this reason, numerous imposex monitoring surveys have been
performed along extensive coastal areas around the globe and, in some cases, this
biomarker is compulsory in monitoring programs aiming to assess the environmental
status of the seas (e.g., OSPAR). Initially, these surveys focused on describing spatial
pollution gradients to identify hotspots of pollution, but nowadays the attention has been
redirected to the recovery of affected areas following TBT restrictions. Despite the efforts
to regulate the use of TBT-AFS throughout the world, some countries never implemented
legal restrictions to the use of this antifouling biocide on their territory. This is the case
of Republic of Cabo Verde (NW Africa), where there is no national legislation banning
this organotin compound, nor did the government ratified the AFS Convention’. The first
report regarding the status of TBT pollution in this country refers to the levels of imposex
and TBT body burden in the caenogastropod Gemophos viverratus around S&o Vicente
Island®. The present work aims to assess the evolution of TBT pollution in this Island in
the recent years, by comparing the levels of imposex in G. viverratus in 20128 and 2019

(current work) to evaluate if there was a recovery of imposex during this time lapse.
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2.2. Methods

2.2.1. Study area

The Republic of Cabo Verde is an archipelago that belongs to the Macaronesia
region which includes Azores, Madeira and Canary Islands, and is constituted by ten
volcanic islands and eight islets®. The focus of this paper is the island of Sdo Vicente,
which comprises the country’s main commercial port - Porto Grande - located at the Porto
Grande Bay, in the city of Mindelo. This port, an important contributor to the economy
of the island, received in 2018 nearly 3.000 ships, corresponding to a total gross tonnage
stood (GTs) of 13 million ton'. Besides this commercial port, the Porto Grande Bay
encompasses a fishing port, marinas and important shipyards that increase the number of

potential sources of TBT pollution in the area.

2.2.2. Sampling and imposex analysis

Gemophos viverratus sampling was performed along S&o Vicente coast between
April and July 2019. The whelks were collected by hand in intertidal rocky shores across
an increasing ship traffic gradient from pristine areas - Calhau (1) and Baia das Gatas (2)
- to the Porto Grande Bay - Ninho de Guincho (3), Ponta Jodo Ribeiro (4), Matiota (5)
and Praia da Galé (6) (Fig. 2.1). These sites were the same sampled in 2012 by Lopes-
dos-Santos et al. (2014) and revisited in the current work in order to assess the temporal
evolution of G. viverratus imposex levels over the last 7 years (2012-2019), as a proxy to

understand the progression of TBT pollution in the area.

After collection, the animals were transported to the laboratory and maintained in
aquaria with seawater for at most 3 days. The specimens were narcotized using 7% MgCl;
in distilled water for 60 min. Shell height was measured with Vernier calipers to the
nearest 0.1 mm and then cracked open with a bench vice. Individuals were sexed and
dissected under a stereomicroscope. The mean female penis length (FPL), percentage of
females affected by imposex %I, the relative penis length index (RPLI = mean female
penis length x 100/ mean male penis length) and the vas deferens sequence index (VDSI)

were determined for each station. The observed morphological expression of imposex
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(VDS scheme) was classified according to the scoring system proposed by Lopes-dos-
Santos et al., (2014)® with adjustments shown in Fig. 2.4 that are described in the Results.
The penis length was measured using a 1 mm graduated graph paper under the

stereomicroscope. Statistical analysis was performed using Prisma 6.0 software.
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Figure 2.1 - Map of S&o Vicente island indicating main

harbor activities and sampling sites (Stns. 1 to 6).
Adapted from Lopes-dos-Santos et al., (2014).
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2.3. Results

2.3.1. Imposex levels in 2019

A total of 483 animals (235 females and 248 males) were analyzed in the current
study. During the examination of imposex we found 9 females with a VDS stage not
previously observed by Lopes-dos-Santos et al., (2014)%, corresponding to a small penis
bump (almost undetectable, without penial duct) and a short proximal vas deferens tract,
referred as stage 2C (if the proximal vas deferens starts at the vaginal opening, as it was
the case) or 2C* (if it passes by the vaginal opening - not observed). The VDS scheme
was updated accordingly (Fig. 2.4).

There was a drastic difference between the levels of imposex found in each
surveyed part of the island. G. viverratus females collected in the east coast from Calhau
(stn. 1) and Baia das Gatas (stn. 2) were not affected by imposex, but as we approached
the Porto Grande, we observed an increasing gradient of imposex. At Ninho de Guincho
(Stn. 3) only 3.5% of the females were affected, rendering a RPL1=0 and VVDSI=0.04 for
this population. The other stations that were closer to pollution sources (ports, dockyards
and marinas) presented higher levels of imposex and all the examined females were
affected. At Jodo Ribeiro (stn. 4) the RPLI=17.5 and the VDSI=3.5, whilst at Matiota
(stn. 5) RPLI=12.9 and VDSI=3.7. Whelks from Praia da Galé (stn. 6) presented the
maximum imposex level in the study area - RPL1=84.4 and VDSI=4.0 - and sterilization

occurred only at this site, affecting 5.1% of the females (Table 2.1).

2.3.2. Imposex evolution between 2012 and 2019

We compare the data obtained in 2019 with those reported by Lopes-dos-Santos
et al. (2014)8 for the same sampling sites in 2012. When all sites are analyzed together,
by running the Wilcoxon matched-pairs sign rank test, we find no statistical difference
between the two dates regarding all the imposex parameters analysed: VDSI (p=0.50),
RPLI (p=0.50), FPL (p=0.75) %l (p=0.50). When comparisons are made for each site
independently, using a Mann-Whitney test, we find a significant increase in VDSI at
station 4 (U= 458.5, p<0.01) and in FPL at station 6 (U= 260.5, p<0.01), whereas a

significant reduction in FPL occurred only at station 5 (U=154, p<0.01). Sterile females
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occurred at Praia da Galé (%S=5.1%) in 2019, a situation that was also reported by the
above authors in 2012 at this location (%S=21.4) and also at Matiota (%S=3.2%). This
does not necessarily mean that the situation has improved, because we only assigned as
sterile those females that presented a clearly visible obstruction of the vulva using a
stereo-microscope, whereas the other authors used a more refined method (histological
sections) to analyze the reproductive tract of the females.
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Figure 2.2 - Ship traffic activity in Porto Grande harbor between 2012 and
2018 expressed in terms of total numbers of ships entered and number of

cabotage ships. Data obtained from ENAPOR, Portos de Cabo verde website
(http://lwww.enapor.cv/page/homepage).
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Table 2.1 — Levels of imposex found in the study area in 2013 (Lopes-dos-Santos et al., 2014)8 and the current study (2019). Number of males (Nm) and females (Ng) with
respective mean shell heights (SH), female penis length (FPL); relative length index (RPLI); percentage of affected females (%I); relative penis length index (RPLI) and vas
deferens sequence index (VDSI). Mean values are displayed with the respective standard deviation as “mean + s.d.” for FPL and VDSL
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2.4. Discussion

Imposex is a robust biomarker of TBT pollution and many caenogastropod species
have been routinely used as bioindicators in monitoring programs across the coasts of Europe
(ex.: Nucella lapillus, Tritia reticulatus, Buccinum undatum), North America (ex.: Nucella
lapillus, Tritia obsoleta, Nucella emarginata), South America (Stramonita haemastoma,
Stramonita rustica e Thaisella chocolata), Asia and Oceania (ex.: Reistia clavigera,
Tylothais virgata, Reishia luteostoma) and Africa (ex.: Hepaplex trunculus, Bolinus
brandaris, Nassarius kraussianus)'*. Gemophos viverratus was proposed as a nhew
bioindicator of TBT pollution for the Macaronesia and west coast of Africa by Lopes-dos-
Santos et al., (2014)2. These authors proved experimentally that TBT could induce imposex
in this species and showed that the degree of imposex is significantly correlated with the level
of TBT environmental contamination. Moreover, they demonstrated that this species presents
a suitable sensitivity to describe ship traffic gradients in the coast of S. Vicente. These
evidences warrant the use of G. viverratus imposex to track spatial and temporal trends of
TBT pollution in this island, which is the main purpose of the current work. Our data
corroborate the results of Lopes-dos-Santos et al., (2014)® obtained in 2012, as both describe
identical increasing gradients of imposex from pristine areas towards the Porto Grande bay,
across common sampling stations (Table 2.1). Remarkably, we found that the levels of
imposex remained very similar over the last 7 years at each surveyed site. This contrasts with
the dominant declining trend reported for other bioindicators in other parts of the world
following the implementation of the IMO AFS convention in 2008, or other similar
regulations adopted at a national scale**'41516 |t is thus important to discuss the reasons why
there wasn’t any improvement of G. viverratus between 2012 and 2019. It could happen that
the animals examined in this study were old and, assuming that imposex is an irreversible
condition, they would keep the same grade of affliction for so many years. However, despite
the lack of information regarding the longevity of the species and the age of G. viverratus
used in the current survey, it is unlikely that these small size type of gastropods belong to the
same cohorts sampled in 2012 by Lopes et al (2014)8. Hence, it is plausible to conceive that
imposex levels remained high because TBT pollution did not decline between 2012 and 2019,

which is indicative of continuing inputs of this organotin compound into the study area. It is
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important, therefore, to identify the current sources of TBT into the Porto Grande Bay.
Although Cabo Verde did not ratify the AFS Convention, ships coming from abroad are in
most cases subjected to this convention and are not expected to carry organotin-AFS. It is
important to note, however, that from the total of ships entering Porto Grande, 70% belong
to cabotage vessels that may still legally use TBT paints in the country. It is important to
stress that during this period there was no decrease of naval or commercial traffic at the Porto
Grande (Fig. 2.3).

Fishing boats, leisure boats and shipyards are possible sources of TBT pollution to
the region as well. Nevertheless, according to the research that we performed around the
island, no official shops were found selling TBT paints, and when contacting Sado Vicente’s
main dockyard (Cabnave, Lta.), the information provided is that they no longer use OT-AFS.
So, as far as we could perceive, no trade of TBT-paints exists in the island. We started to
look for other potential sources of TBT pollution, and there is one that deserves credit and
needs further investigation: sunk ships. In fact, there is an Ukranian tugboat that was arrested
since 2006 inside the bay and sunk in 2011 near Praia da Galé (Stn. 6), where the highest
levels of imposex were observed. This ship may putatively carry OT-AFS. Finally, but not
the least, sediments may constitute an important reservoir of organotins and represent a
continuous source of these compounds to the overlaying water, as well documented for other
geographical areas'’8. The level of OT sediment contamination in Porto Grande Bay is not
known, but TBT may be adsorbed to fine particles and organic matter of the sediments*® or
associated with buried paint particles released by shipyards in the past, and remain in this

compartment for decades.

This work provides a warning that TBT pollution is still a problem in Cabo Verde.
Though we have focused our attention to G. viverratus, we also made some casual
observations of imposex on other local gastropod species, which means that the impacts of
this pollution are wider and worrying. Cabo Verde's future economic prospects should count
on a healthy marine ecosystem to sustain fishery resources and tourism (in 2017 tourism
represented 24% of the country's gross domestic product)?, particularly the marine
ecotourism that has been notably growing in this country, and so the control of marine

pollution should be a priority by the government. Our results call for an urgent need of
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performing a more comprehensive assessment of TBT pollution in the S&o Vicente to unveil
the real sources of exposure to the biota, which includes the survey of the TBT content in the
sediments and direct search for the presence of this compound in ships (either operational or
sunk). So, although TBT pollution is now considered by many authors to be a tale of the past,
the current work shows that in some geographical areas it still remains a concern and needs

closer attention and immediate action.
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Capitulo 3 — Long-term monitoring of Nucella
lapillus imposex in Ria de Aveiro (Portugal): when
will a fully recovery happen?
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Abstract

Nucella lapillus imposex has been monitored in Ria de Aveiro since 1997 in order to depict
the temporal evolution of the TBT pollution in the region. Initially the levels of imposex in
N. lapillus were high but they dropped rapidly after 2003 as a consequence of the
implementation of the Regulation (EC) N° 782/2003. The OSPAR Ecological Quality
Objective (EcoQO) (Vas Deferens Sequence Index, VDSI<2) was achieved since 2013,
however a countercurrent tendency was registered in the most recent years (2018, 2019) with
levels increasing since the last survey performed in 2013. In 2018 the VVDSI values ranged
between 0.6-1.0 across stations and the percentage of females affected with imposex (%l)
varied from 63-100%; in 2019 the same parameters ranged between 0.4-1.0 and 37-100%.
New TBT inputs may putatively be attributed to residual TBT existing in sediments and
released through natural desorption or regular dredging operations, which requires further
research. Despite the effectiveness of the legislation in reducing imposex, this work shows
that a fully recovery of the populations seems to be difficult to achieve in a short or medium
term, as low imposex levels may persist for many years. Unfortunately, we are learning that
the TBT problematic is not a tale of the past, but rather a heritage for the future, and we may

possibly have to wait decades before this tale is finally over.

Keywords: Nucella lapillus, TBT pollution, Imposex, Portugal
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3.1. Introduction

The first Organotin-based Antifouling Systems (OT-AFS) appeared in the 1960s
and soon became widely used throughout the world. Although tributyltin (TBT) and
triphenyltin (TPT) became notorious in the ship industry for being effective antifouling
biocides, these compounds caused a series of adverse biological effects on a broad range
of non-target aquatic organisms!. For that reason, in 2008 the International Maritime
Organization (IMO) implemented the International Convention on the Control of Harmful
Antifouling Systems on Ships (AFS Convention) prohibiting the use of OT-AFS on all
kind of ships. The European Union anticipated the entry into force of the AFS Convention
by applying the Regulation (EC) N° 782/2003, according to which OT-AFS could not be
applied on ships after 1 January 2003 and ships should not bear such compounds after 1
January 20082. One of the most deleterious biological effects caused by TBT or TPT
pollution is imposex, the superimposition of male sexual characters onto caenogastropod
females®, which became a renowned biomarker of this type of pollution. The dog whelk
Nucella lapillus has been widely used as an extremely sensitive indicator of TBT
pollution in European coastal waters, with females developing imposex at concentrations
as low as 1 ng/L and reaching sterility at 2.5-5 ng/L*. The dogwhelk is considered the key
bioindicator of the OSPAR Coordinated Environmental Monitoring Program (CEMP)
and an Ecological Quality Objective (EcoQO) was defined for the OSPAR region based
on the vas deferens sequence index (VDSI) of this species (VDSI < 2.0)°,

Ria de Aveiro (Portugal) is an estuarine system that has been subjected to regular
organotin pollution monitoring since 199747%. The imposex levels of N. lapillus have
been assessed over these years, showing a sharp decline after 2003, coincident with the
implementation of the Regulation (EC) N° 782/2003, and achieving the EcoQO since
20138, Regardless of the optimistic results and the dubbing of the TBT/TPT as a tale of
the past, it must be assured that imposex disappears completely and caenogastropod
populations may fully recover from this pathological syndrome. Hence, the execution of
periodic imposex biomonitoring surveys continues to be fundamental because this is the
only possible way to understand how long the effects of TBT/TPT will endure in the
marine ecosystems following the ban of OT-AFS. In this context, the aim of this study is
to assess the levels of imposex in the dogwhelk at Ria de Aveiro in 2018 and 2019, in

order to extend the chronological time series that has been constructed since 1997 so that
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we can understand the temporal evolution of organotin pollution in the area and predict

future trends.

3.2. Materials and methods

3.2.1. Sampling and imposex analysis

Samples of N. lapillus were collected in September 2018 and 2019 at 8 sampling
stations (stn.) in the region of Aveiro (Fig. 3.1): 3 were located inside the estuarine system
— Marégrafo (stn. 1), Forte da Barra (stn. 2) and Magalhdes Mira (stn. 3) — while the other
5 were situated in the adjacent ocean coast — Costa Nova (stn. 4), Vagueira (stn. 5), S&o
Jacinto (stn. 6), Torreira (stn. 7) and Aredo (stn. 8). Most of these sites are the same
sampled in similar monitoring programs performed in the past (e.g., Laranjeiro et al.
2015%). The animals were collected by hand from the intertidal rocky shore and
transported alive to the laboratory. Specimens were maintained under constant aeration
in aquaria with artificial seawater for about 3 days and subsequently observed without
narcotization. Shell height (from apex to the siphon canal) was measured with digital
Vernier calipers to the nearest 0.1 mm and carefully cracked open with a bench vice. The
dogwhelks were posteriorly sexed, females’ mantle was cut, and genitalia exposed for
imposex classification under a stereomicroscope. Male and female penis length was
measured using a graduated eyepiece. The following imposex parameters were
determined for each sampling station: the percentage of imposex-affected females (%l),
the relative penis size index [RPSI = mean female penis length (FPL)3 x 100/mean male
penis length (MPL)?], and the vas deferens sequence index (VDSI). The VDSI was
classified according to the scoring system proposed by Gibbs et al. (1987)°.

Since this work aims to track the recent evolution of imposex in the Ria de Aveiro,
the current results are statistically compared with the data obtained in the last monitoring
campaign performed in 2013 at the same study area. For a clearer interpretation of
imposex evolution trends, our data is also likened with the commercial ship traffic activity
registered between 2012 and 2018 (Fig. 3.2) and compared with the dogwhelk VDSI
levels registered since 1997 for a long-term trend analysis (Fig. 3.3). All the statistical

procedures were executed through Prism v6.0 software.

52



A
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Figure 3.1 - Ria de Aveiro and adjacent coastal area map indicating the sampling stations location.

3.3. Results

The current study comprises 4 sampling stations that have been regularly surveyed
since 1997, which provide a long-term perspective of the dogwhelk imposex evolution in
the study area. Figure 3 shows the progress of the VDSI levels over the 22 years and
denotes a drastic decline of imposex starting in 2003 (VDSI dropped rapidly from around
4 to about 1-2 in just four years), which stabilized at low levels (VDSI<1) from 2013 to
2019. We are particularly interested in studying the temporal evolution of imposex in this
most recent period (2013-2019) to see if the populations can fully recover from this
condition or if they maintain long-term residual levels. Hence, we compared imposex
levels at 7 sampling stations that are common to the surveys performed in 2013 (reported
by Laranjeiro et al. 2015)8, 2018 and 2019 (current work). These data are summarized in
table 1 and show that samples collected in the three occasions always presented females
affected by imposex, regardless the site of collection: %l varied between 35-100% in
2013, 63-100% in 2018 and 37-100% in 2019. As for 2018, there was one station reaching
VDSI = 1.0 (Magalhées Mira - stn.3), whilst the others attained values between 0.63 and
0.83. In 2019 the highest levels were observed at stn.2 (Forte da Barra) and stn. 3
(Magalhdes Mira) with a VDSI=1.0, whereas all the other sites showed VDSI levels

between 0.37 and 0.94. The samples that exhibited the highest levels of imposex were
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those obtained from inside the estuarine system where the major TBT pollution sources

once prevailed. Among all females analysed in 2018 (n=204) and 2019 (n=236), none of

them presented penis, and so RPSI was always zero. The Friedman’s test showed no

significant differences between 2013, 2018 and 2019 for VDSI and %I concerning all the

7 sampling stations grouped for each year (VDSI: Friedman statistic=3.6, p=0.185; %]

Friedman statistic=6.3, p=0.052). However, when analyzing each sampling site
individually, we found differences in VDSI between 2013/2018/2019 at stn. 1 (Kruskal-
Wallis statistic - K=8.24; p=0.016), stn. 2 (K=11.72; p=0.003), stn. 5 (K=8.06; p=0.018)
and stn. 6 (K=23.75; p<0.0001), with post-hoc comparisons revealing an increasing trend
with time (see Table 3.1).
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Figure 3.2 - Commercial ship traffic activity between 2012 and 2018 expressed in terms of
total number (No.) and total gross tonnage (GT) of the ships entering the port of Aveiro.
Data obtained from Porto de Aveiro website (http://ww2.portodeaveiro.pt/)
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—®— 1. Marégrafo 2. Forte da barra —@—4. CostaNova —@—5. Vagueira

Figure 3.3 - VDSI levels in Nucella lapillus over the years for station 1 (Marégrafo), station 2 (Forte da
Barra), station 4 (Costa Nova) and station 5 (VVagueira). Data on imposex levels between 1997 and 2007
were taken from Barroso et al. (2000)7 and Galante-Oliveira et al. (2009)*. Data from 2013 were taken from
Laranjeiro et al. (2015)8.
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Table 3.1 - Nucella lapillus imposex long-term monitoring. Number of analyzed specimens, male and female shell heights (mm), per site and year. Indication of the percentage of imposex-
affected females (%), relative penis size index (RPSI) and vas deferens sequence index (VDSI). Results on statistical comparisons between 2013 [data taken from Laranjeiro et al. (2015)%], 2018
and 2019 are given next to VDSI values: "a" designates a significant difference (p<0.05) comparing to 2013; "b" designates a significant difference (p<0.05) comparing to 2018. For additional
data on site locations see Fig 1. Due to the lack of space, some years (2018 and 2019) are represented by two digits (18 and 19, respectively).

Nwm N SHm SHe %l RPSI VDSI
CS;Z; Coordinates | 2013 18 19| 2013 18 19| 2013 18 19 | 2013 18 19 | 2013 18 19 | 2013 18 19 2013 2018 2019
40°38'38.80"N
1. 8°44'47 40"W 39 36 25| 20 34 23| 304 306 304|296 317 305| 54 79 83 | 0.00 0.00 0.00| 0.54+0.51 0.79+0.42 0.83+0.37%
2. 4302525 %gOWN 28 30 36| 17 30 32| 273 299 289 279 30.7 298| 68 73 100 | 0.00 0.00 0.00 | 0.68+0.48 0.73+0.44 1.00+0.00%"
3. 430255 53§OWN 16 6 10| 22 7 5 |275 268 26.1| 264 286 28.8| 100 100 100| 4.00 0.00 0.00 | 1.38+0.50 1.00+0.00 1.00%0.00
40°36'31.00"N
4, 8°45'26.40"W 39 26 37| 21 34 47| 234 226 224 | 223 227 221 | 49 67 37 | 0.22 0.00 0.00 | 0.49+0.51 0.67+0.47 0.37+0.49
5. Aéoo 4%32?643%0\/'\\; 35 25 29| 20 30 34| 227 225 21.2| 225 233 214| 43 70 74 | 0.00 0.00 0.00| 0.43+0.50 0.70+0.46 0.74+0.44%
6. Aéoo 4%834%12?60\/'\\; 37 25 23| 21 30 32| 233 21.8 223|227 223 229)| 35 63 94 | 0.00 0.00 0.00 | 0.35+0.48 0.63+0.48 0.94+0.29%°
7. Aé(z 4255286920\/'\\; 36 6 33| 23 6 30| 221 201 211|212 209 21.7| 58 83 77 | 0.00 0.00 0.00| 0.58+0.50 0.83+0.37 0.77+0.42
8. %243;1270%0\}\\/‘ na 21 33| na 33 33| na 201 215| na 209 224| na 70 79 na 0.00 0.00 n.a 0.70+0.46  0.79+0.41
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3.4. Discussion

Imposex monitoring in Aveiro started in the decade of 1990’s and still continues
in order to depict the long-term pattern of the TBT pollution progress in the region.
Initially the levels of imposex in N. lapillus were high but they dropped rapidly after the
implementation of the Regulation (EC) N° 782/2003, a trend also reported throughout
Europe and worldwide using N. lapillust®!!? or other caenogastropod species as
bioindicators**15, In Aveiro, the OSPAR EcoQO (VDSI<2) was achieved in 2013, as
reported by Laranjeiro et al. (2015)8. This condition is still observed nowadays because
all dogwhelk samples showed a VDSI < 1 in the surveys performed in 2018 and 2019.
However, we registered a significant increase of VDSI between 2013 and 2019 in 4 out
of the 8 sampling sites, that is indicative that TBT pollution increased over this period of
time. It is important to stress that during these years (2013-2018) there was a gradual
growth of commercial ship traffic (Fig. 2) in the port of Aveiro, but it is unlikely that new
TBT inputs may have come this source as OT-AFS were definitely abolished a dozen
years ago. The most reliable source of TBT could in fact be the sediments - in 2005 the
concentration of TBT in Ria de Aveiro sediments could reached 1780 ng Sn/g dry wt'®.
It is known that sediments constitute an important reservoir of TBT and may act as a log-
term source of this pollutant to the overlaying water and biota, as it is well documented
for other geographical areas'®!’. We believe that TBT compounds may have been
released from the bottom of the Ria de Aveiro, not only due to natural desorption from
sediments, but also due to regular dredging of the navigation channels that cross this
estuarine system. Ria de Aveiro undergoes dredging operations annually as a way to
ensure a good access to the Porto de Aveiro, with some locations enduring this activity 2
or 3 times on the same year. As more intense dredging operations happen, more inputs of
TBT are likely to occur to the overlaying water, possibly leading to pluri-annual
fluctuations of the imposex levels in this extremely sensitive species. Additionally, in
2019, the biggest dredging operation in Ria de Aveiro is being carried out throughout the
3 main channels, in a bid to improve navigation, protect agricultural fields and coastal
erosion from the sea level rise. The intervention area is around 37000 ha, an extension of
95 Km, and the dredging volume may approach one million m3. The majority of the
sediments (60-87%) from these operations will be used inside the estuarine system and

the remainder (13-40%) will be deposited at sea.
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In conclusion, despite the effectiveness of the legislation in reducing the levels of
imposex in Ria de Aveiro, this work shows that a fully recovery of imposex seems to be
difficult to achieve in a short or medium term. Unfortunately, we are learning that the
TBT problematic is not a tale of the past, but rather a heritage for the future, and we may

possibly have to wait decades before this tale is finally over.
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Capitulo 4 — Consideracoes finais
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4.1. Considerac0es finais

A problemética do TBT teve inicio na década de 1960’s, sendo considerado por
muitos autores como um dos compostos mais toxicos introduzido de forma deliberada no
ambiente marinho®. As consequéncias nefastas provocadas por este composto nos
organismos marinhos, com especial atencdo para os moluscos, foram reconhecidas a
partir do final da década de 60, originando acGes legislativas em paises seriamente
afetados, seguindo-se uma ac¢do da Unido Europeia e uma acgdo global pela IMO
(convengdo AFS) que culminou na proibicdo do uso das tintas a nivel mundial em 20082,
Os trabalhos de monitorizacdo da polui¢do por TBT, realizados um pouco por todo o
mundo, realcam a ocorréncia de uma melhoria geral da populacdo de gastropodes, apés a
aplicacdo da convencdo AFS e/ou de outras medidas similares que antecederam esta
convencdo*>®. Todavia, apesar do progresso verificado, o estado atual da poluigdo por
TBT suscita ainda muitas preocupacgdes. Por um lado, ainda ha paises que nao ratificaram
a convencio AFS e ndo tém legislacdo propria que proiba o uso de AFS com TBT?, como
€ 0 caso de Cabo Verde (Sdo Vicente), onde o nivel de poluicdo se mantém elevado. Por
outro lado, ha paises, como é o caso de Portugal, realcando a Ria de Aveiro, que apesar
de ter ratificado a convencao, ndo verificou ainda uma completa eliminagédo da poluicéo,
a qual parece ter estabilizado, em niveis muito baixos, por um longo periodo de tempo e

sem “fim a vista”.

No caso da Ria de Aveiro, os resultados apresentados nesta dissertacdo (ver
Capitulo 3) demonstram que apesar das diminui¢des significativas do niveis de imposex
desde a implementacdo da Regulacdo (CE) N° 782/2003 que proibe 0 uso de OT-AFS em
2003, ainda ndo foi atingida uma recuperacdo completa pelas populac@es; pelo contrario,
observou-se um aumento significativo de VDSI em algumas estaces em 2018 e 2019.
Na ilha de S&o Vicente, Cabo Verde, os valores mantém-se elevados, ndo tendo sido
registada uma diminuicdo geral significativa desde 2012. As razdes que conduziram a
estas duas situacdes nas duas areas sob estudo, Sdo Vicente e Ria de Aveiro, sdo
explicadas na discussdo dos Capitulos 2 e 3, respetivamente. Neste capitulo, € elaborada
uma andlise sobre os impactos que os niveis de poluicdo tém em ambos 0s casos de

estudo.
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4.2. Tendéncias temporais da poluicdo por TBT na Ria de Aveiro

Os resultados obtidos durante a monitorizagéo realizada ao longo da Ria de Aveiro
e descrita nesta dissertacdo comprovam um decréscimo e estabilizacdo dos niveis de
imposex ao longo dos anos com valores de VDSI <I. E importante realcar que estes
valores néo interferem, aparentemente, na abundéncia das populagdes, uma vez que néo
conduzem a uma esterilizacdo das fémeas e respeitam os objetivos de qualidade ecoldgica
definidos (EcoQO) pela OSPAR de VVDSI <2. Estes resultados véo de encontro a outros
estudos de monitorizacdo semelhantes, realizados recentemente em diversos paises tais
como Noruega’, Coreia do Sul®, Irlanda®, Italia®, Nova Zelandia®, Inglaterra e Pais de
Gales, onde se verificam diminuicGes significativas da poluicio por TBT e niveis de
imposex apos a implementacéo de legislacdo. No entanto, os niveis de imposex ainda
existentes nas populacfes costeiras, realcam a hipoOtese da existéncia de concentragdes

residuais presentes nos sedimentos.

Apesar dos niveis de VDSI encontrados ndo colocarem, aparentemente, em risco
a populacéo, as concentracOes residuais continuam a ser absorvidas pelas populacGes de
gastropodes podendo provocar respostas que ainda sdo desconhecidas pois, 0
desenvolvimento de imposex é o resultado de variadas mudancas nos processos
metabolicos induzidos pelos compostos de TBT. Os mecanismos que levam a inducao
deste fendmeno ndo estdo clarificados ainda, existindo, no entanto, varias hipoteses em
consideracdo. A hipOtese mais aceite esta relacionada com a ativacdo de recetores
nucleares. Em 2014, Nishikawa et al. (2004)* demonstrou que o TBT se liga de forma
eficiente ao recetor retinoide X (RXR) e que induz, por esta via, 0 imposex na espécie
Reishia clavigera. Este mecanismo de agdo foi também verificado em Nucella lapillus**2,
Em 2009, le Maire et al. (2009)*2 demonstrou que o TBT ativa o heterodimero RXR-
PPARy, e posteriormente, foi descoberto que a rosiglitazona (um ligando para o recetor
PPARY), induz imposex em N. lapillus'®. Posto isto, parece evidente que a regulacéo
sexual dos gastropodes € influenciada pela interacdo dos compostos de organoestanho
com recetores nucleares, embora 0s mecanismos em si ndo estejam ainda totalmente
clarificados. Apesar dos avanc¢os realizados nesta area, existe ainda uma grande falta de
conhecimento acerca das vias de sinalizacdo que ddo origem ao imposex em gastropodes

(via neuro enddcrina, esterdide e retinoide).
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Como é evidente nos resultados, ainda que os valores encontrados se enquadrem
nos limites impostos pela legislacdo, registou-se um aumento dos niveis de imposex em
algumas estacOes. Isto indica que ndo é correto denominar o TBT como um “conto do
passado” e que uma recuperacao total das populagdes dificilmente sera atingida num curto

espaco de tempo.

4.3. Tendéncias temporais da poluicdo por TBT em Cabo Verde

No caso de Cabo Verde, até ao momento, ndo foram realizados estudos que
definam objetivos de qualidade ecoldgica para G. viverratus e outras espécies de
gastropodes da regido, que permitam estabelecer a correspondéncia de niveis de imposex
como os existentes para N. lapillus. Ainda assim, os resultados obtidos corroboram os do
estudo realizado em 2012, pois ao longo deste trabalho também se verificaram niveis
elevados de polui¢do por TBT, com populacBes a atingir uma percentagem de imposex
de 100% nos locais mais proximos a baia do Porto Grande, e, em alguns casos,
provocando situacdes de esterilidade, colocando em risco as populac@es de G. viverratus.
De facto, os valores de poluicdo elevados podem pdr em risco populagdes desta e outras
espécies marinhas. Sendo Cabo Verde um arquipélago rico em biodiversidade e recursos
marinhos uma importante fonte de rendimento para o pais, a nivel pesqueiro e turistico
(como se explica a seguir), os desequilibrios no ecossistema podem provocar impactos

negativos para a economia da regido.

4.3.1. Importéancia do turismo na Republica de Cabo Verde

O turismo em Cabo Verde tem crescido de uma forma gradual e constante (com
algumas excecdes), sendo que o nimero de hdspedes aumentou de 145.076 no ano de
2000 para 765.696 em 2018. A hotelaria registou um crescimento de 11,2% em 2017 face
a 2016, e 8,3% em 2018 face ao ano anterior'®. O turismo nas ilhas em desenvolvimento,
e, especificamente em Cabo Verde, é de extrema importancia, pois permite um aumento
do crescimento econdémico-social do pais, com relevancia na formagao do Produto Interno
Bruto (PIB), atingindo uma contribuicdo de 23,6% em 2017%. Com este crescimento

turistico, Cabo Verde tem melhorado o indice de Travel & Tourism Competitiveness, com
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uma pontuacdo de 3,6 numa escala de 1 a 7, encontrando-se na posi¢do 88° do ranking
(num total de 140) e em primeiro lugar dos paises da Africa Ocidental do indice global.
No entanto, a pior classificacdo do pais é registada nos recursos culturais (128°) e naturais
(136°)". O indice de recursos naturais refere-se ao “nimero de locais naturais
classificados como Patrimoénio da Humanidade da UNESCO, medicéo da qualidade do
ambiente natural que exiba a beleza das suas paisagens, riqueza da fauna do pais e a
percentagem de areas protegidas nacionais™!’. Relativamente aos recursos culturais,
“s@0 incluidos o numero de locais culturais classificados como Patriménios da
Humanidade da UNESCO, nimero de estadios que possam albergar eventos de desporto
e entretenimento e 0 nimero de pesquisas online relacionadas com os recursos culturais
do pais que permite inferir sobre o nivel de interesse”!’. Ambos os indices tém elevada
notoriedade para Cabo Verde, pois muito do seu turismo esta, essencialmente,
relacionado com a parte natural e cultural do pais, sendo de grande relevancia solucionar
problemas que possam prejudicar algum desses indices, em virtude dos elevados niveis

de poluicédo de forma a desenvolver ferramentas de melhoria.

4.3.2. Importéncia da pesca na Republica de Cabo Verde

Apesar da grande dimensdo da ZEE de Cabo Verde e da elevada biodiversidade
de espécies marinhas, o potencial haliéutico do pais € reduzido. O baixo potencial pode
ser atribuido a pequena extensdo da plataforma continental, da natureza vulcanica das
ilhas, auséncia de fendmenos de upwelling, regime oceanografico e hidroldgico e, a
auséncia de cursos de agua e pluviosidade. Tendo em conta a situacdo mencionada, 0s
recursos pesqueiros tém uma contribuicéo de apenas 2% para o PIB do pais'8. Contudo,
é uma atividade econdémica importante, pois € um meio de subsisténcia para a populacdo
local, constituindo uma oportunidade de emprego e de rendimento para a populagio®®.
Por essa razdo, as comunidades locais sdo altamente dependentes dos seus recursos
marinhos, sendo uma forma de subsisténcia de vérias familias. Visto que a abundancia de
espécies é reduzida, as populacdes marinhas da regido sdo mais sensiveis a pesca
desregulada e poluicao, elevando a importancia do uso sustentavel dos recursos marinhos

no pais.

Os principais recursos do pais estdo representados pelos peixes pelagicos (ex.:

atuns, serra, chicharro, cavala), demersais (garoupa, sargo), crustaceos (lagostas) e
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moluscos (buzio-cabra). Existe um comércio valioso para os buzios, com especial atengédo
na especie Persististrombus latus (buzio-cabra). P. latus é uma espécie comercializada
com elevado valor econémico, pois é cada vez mais requisitada para o uso turistico em
bijuteria, souvenirs e como iguaria gastronémica. Sendo uma espécie de excessivo valor
comercial, podendo atingir um valor médio anual de 7,5 €/Kg. Em 2001, a captura de
blzio-cabra passou a fazer parte das trés principais espécies capturadas no desembarque
da pesca artesanal do mergulho com garrafa de ar comprimido: blzio-cabra (36,8%),
bidides (22,3%) e lagostas costeiras (17,9%). Em 2005 os pregos oscilaram entre os
500$00-800$00 ECV/Kg na ilha de S. Vicente.

A pesca destes animais pode ser realizada através de trés métodos: utilizacdo de
draga, mergulho em apneia e mergulho com garrafa de ar comprimido. Este dltimo
método surgiu mais recentemente e foi adotado como uma alternativa mais rentavel, com
menor exigéncia fisica e permitindo uma pesca mais seletiva. Apesar da informacéo de
pesca da populacéo de P. latus ainda ser escassa, de acordo com dados fornecidos pelo
Instituto Nacional de Desenvolvimento das Pescas (INDP), comprova-se que ao longo
dos anos tem existido uma tendéncia para a diminui¢do da populacao desta espécie. Esta
espécie podia ser encontrada entre os 5 e 10 metros de profundidade, no entanto, nos
altimos anos, os pescadores podem ter de atingir profundidades até os 20 ou 30 metros?.
Verifica-se também uma reducdo do tamanho médio de individuos, indicando
incapacidade de renovacdo da populacdo. As praticas que recorrem ao uso da draga e
mergulho com garrafa foram, entdo, proibidas pela Resolucdo n° 29/2016 (Plano
Executivo Bianual de gestdo dos Recursos da Pesca). Esta resolucéo foi importante para
garantir uma gestao adequada dos recursos pesqueiros e do licenciamento das atividades
de pesca?t. Como tal, apenas € autorizada a pesca através da apneia, permitindo limitar a
exploracdo deste recurso. Apesar da implementacéo da Resolucdo n°® 29/2016, a elevada
demanda a nivel nacional estimula o uso ilegal de métodos de pesca (garrafa de ar
comprimido) e a dificil fiscalizacdo por parte das autoridades competentes, o que

contribui para uma continua sobre exploragéo deste recurso®.

E importante destacar que estudos realizados para espécies da familia Strombidae,
Lobatus gigas?® e Laevistrombus canarium?*, propdem estas como bioindicadoras para
monitorizacdo da poluicdo por TBT. Para o P. latus também j& foi observado imposex na
ilha de S&o Vicente (Barroso, observacio pessoal). E possivel inferir, tendo em conta os

elevados niveis de TBT encontrados na ilha de Sdo Vicente (atraves da monitorizagao de
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G. viverratus), que diferentes espécies de gastropodes sdo afetadas pelos niveis de
poluicgéo atuais. Os efeitos da poluicdo por TBT na subclasse caenogastropoda coloca em
causa as diferentes populaces e, atendendo a sua importancia ecoldgica e econémica, a
sobre-exploracédo e poluicdo a que esta sujeita, é imperativo reconhecer a importancia da
proibicdo do uso de tintas com TBT.

De acordo com a minha experiéncia pessoal, atraves do estagio curricular de seis
meses na empresa de mergulho DiveTribe, a Republica de Cabo Verde é solicitado,
principalmente, pelas suas paisagens naturais e biodiversidade marinha. Por essas razdes,
é de extrema importancia que o turismo seja feito de uma forma sustentavel, pois a ilha
de Séo Vicente tem um elevado potencial de desenvolvimento de ecoturismo. Cada vez
mais turistas, conscientes da importancia da preservacao do ambiente, pretendem um tipo
de turismo que lhes permita ter acesso a locais com grande diversidade de ecossistemas,
mas que, a0 mesmo tempo, tenha um reduzido impacto ambiental. Também as
comunidades locais sdo informadas e entendem que podem beneficiar deste tipo de
consciencializa¢do?. Os turistas que praticam e querem experimentar o mergulho ou
snorkel demonstram fascinio pela vida marinha e interesse na identificacdo da fauna e
flora observada ao longo dos diferentes trilhos subaquaticos. Posto isto, facilmente se
percebe a importancia tanto da preservacdo da biodiversidade marinha, como da
continuada sensibilizacao por parte dos turistas para a mesma. Também os mergulhadores
mais experientes se deslumbram com a biodiversidade das aguas Cabo-Verdianas e com
a observacao de espécies raras. H4 um grande numero de mergulhadores que regressa a
Séo Vicente pela vida marinha, mas também pela beleza natural das paisagens, pela vida
cultural da cidade de Mindelo e, ndo menos importante, pela populacdo local que, como

pude comprovar pessoalmente, enaltece a experiéncia de vida na ilha.

Em concluséo, os resultados obtidos do estudo realizado na ilha de S&o Vicente
contribuem para confirmar que os niveis de poluicio continuam elevados. E de extrema
importancia perceber qual a fonte de poluicdo por TBT na ilha, dada a relevancia que os
recursos marinhos tém para o pais. Estes resultados podem contribuir para a
implementacdo de politicas reguladoras relativamente ao uso de OT-AFS, preservando,
desta forma, os recursos naturais ai existentes. O estudo realizado na Ria de Aveiro
permitiu verificar que as concentracOes residuais de TBT presentes nos sedimentos ndo

permitirdo uma recuperacéo total das populagcfes de gastropodes num curto/médio prazo,
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elevando a importancia da realizacdo de monitorizacGes periodicas, de forma a controlar

a persisténcia da poluicdo por TBT nesta area.

4.4. SugestOes para investigacoes futuras

Como perspetiva futura, seria importante, como continuagdo de ambos os estudos,
examinar os tecidos dos animais e os sedimentos, analisando a concentracdo de TBT,
DBT e MBT para verificar a correlagdo com os resultados de imposex registados. Para a
Ilha de Sdo Vicente, seria importante estudar de forma aprofundada as possiveis fontes
de poluicdo por TBT através de andlises ao sedimento e a navios (afundados ou
operacionais). Além disso, seria relevante alargar o nimero de espécies de gastropodes
para a avaliacdo de imposex (ex.: Persitistrombus latus, Stramonita haemastoma) e
desenvolver objetivos de qualidade ecologica com base neste biomarcador, pois existe,
ainda, uma grande lacuna de informacdo relativamente e este assunto na Republica de
Cabo Verde. Para a Ria de Aveiro, seria importante continuar a monitorizacdo por mais

anos para avaliar a tendéncia de evolucao temporal a longo prazo.
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