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RESUMO 
 

 
As planárias de água doce possuem vasta distribuição geográfica, plasticidade biológica, facilidade de 
cultivo em laboratório, sensibilidade a contaminantes diversos e capacidade regenerativa, por isso vem 
sendo utilizadas como organismos teste em ensaios ecotoxicológicos. Porém, ainda não há normatização 
internacional ou nacional que padronize esses ensaios. O objetivo deste trabalho foi verificar o potencial 
do uso de planárias de água doce ( ) na avaliação de alguns contaminantes e amostras 
ambientais utilizando protocolos padronizados avaliando se mortalidade e atraso na regeneração 
encefálica. Foram empregados 15 organismos por concentração teste nos ensaios de mortalidade de 
filhotes (96h) e 20 planárias adultas regenerantes por concentração teste nos ensaios de regeneração 
encefálica (120h). Avaliou se cromo e zinco como substâncias de referência e empregou se cobre, azo 
corante têxtil Disperse Red 1, herbicida atrazina, nanotubos de carbono de parede múltipla, além de 
amostras da ETE Carioba e do Ribeirão dos Cristais. Carta controle com substância de referência foi 
realizada, sendo estabelecido um protocolo para o monitoramento da sensibilidade das culturas de 

. O zinco foi a substância mais apropriada que o cromo, com a vantagem do ensaio de 
sensibilidade poder ser finalizado em 24h. Os métodos utilizados para realização do ensaio de regeneração 
encefálica e de mortalidade de filhotes foram eficazes para a observação de efeitos adversos das 
substâncias analisadas. Todas as amostras testadas apresentaram toxicidade às planárias, exceto os 
nanotubos de carbono. Atraso na regeneração encefálica foi o  mais sensível para os 
contaminantes avaliados. Os protocolos utilizados neste estudo podem ser utilizados como subsídios na 
elaboração futura de normas técnicas de testes ecotoxicológicos com planárias de água doce. 
 
 
Palavras chaves:  
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ABSTRACT 
 

 

Freshwater planarians are worldwide distributed, have biological plasticity and a unique body regenerative 
capacity. They are easily maintained under laboratorial conditions and are sensitive for several 
compounds. For these reasons they have been used in ecotoxicological testing although the lack of 
national or international guidelines. This research aimed to verify the potential use of freshwater 
planarians ( ) in mortality and regeneration delay endpoints to assess the toxicity of 
environmental contaminants using standardized protocols. The culture sensitivity of was 
monitored with zinc, which was the most suitable substance for this purpose, providing responses in only 
24h. The adopted protocols for regeneration and mortality tests were efficient to assess the adverse effects 
of the chemical agents (copper, an azo textile dye, atrazine), carbon nanotubes and wastewater and water 
samples from Carioba WWTP and Cristais River. The regeneration test was the most sensitive endpoint 
and all analyzed substances showed toxicity for planarians, except carbon nanotubes. The methods 
adopted in this research can be used as basis for the development of a testing guideline using freshwater 
planarians. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

 

Com os avanços tecnológicos, o uso dos recursos naturais e os hábitos econômicos e sociais 

atuais, são crescentes e variadas às emissões antrópicas lançadas no ambiente. A água é utilizada 

como meio de transporte de substâncias, matéria prima, em etapas de processos produtivos 

diversos, sendo até mesmo usada para descarte de resíduos e, por sua vez, organismos aquáticos 

tornam se suscetíveis a exposição contínua de contaminantes. 

O objetivo central da ecotoxicologia é avaliar os efeitos deletérios de agentes químicos em 

populações, comunidades e ecossistemas. Testes de toxicidade são ferramentas que vem sendo 

utilizadas para esse fim. Nesses testes é importante utilizar organismos apropriados, de relevância 

ecológica, facilidade de cultivo em laboratório e sensibilidade a diversos contaminantes. 

Dentre os diferentes organismos testes destacam se as planárias de água doce, que são 

organismos de vida livre e considerados um dos animais mais primitivos. As planárias possuem 

simetria bilateral, cefalização, cordão espinhal, neurotransmissores similares aos dos humanos, 

quimiorreceptores e fotosensibilidade. Outra característica importante destes organismos é o 

mesênquima rico em neoblastos, células tronco com alta capacidade regenerativa (HYMAN, 

1939, SALÓ et al., 2009). São animais hermafroditas, de ocorrência cosmopolita em ambientes 

lênticos e de fácil cultivo em laboratório.  

As planárias vêm sendo utilizadas para avaliar os efeitos adversos de diferentes substâncias 

químicas e amostras ambientais, porém há grande diversidade metodológica, onde diferentes 

espécies e protocolos vem sendo empregados, dificultando assim a comparação ou reprodução 

dos resultados.  

Por esse motivo esse trabalho visa analisar as metodologias que vem sendo empregadas, 

propor algumas padronizações nas condições de cultivo e teste e aplicar os protocolos propostos 

para avaliar diferentes contaminantes e amostras ambientais. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1.  Utilização de planárias em ensaios ecotoxicológicos 

Invertebrados vêm sendo usados em testes de laboratório para avaliar a toxicidade de 

substâncias químicas. O desenvolvimento de testes usando invertebrados tem sido estimulado 

devido à facilidade de cultivo e manutenção desses organismos de maneira controlada e com 

custos moderados em laboratório e sua sensibilidade a diferentes classes de poluentes ambientais 

(LAGADIC E CAQUET, 1998).  

Dentre estes animais, os platelmintos são considerados organismos importantes, por 

ocuparem uma posição chave na evolução dos metazoários, sendo os primeiros seres com 

simetria bilateral e por ser o quarto maior filo animal da terra (NEWMARK E SÁNCHEZ

ALVARADO, 2002). Entre os platelmintos, as planárias de água doce (Filo Platyelminthes: 

Classe Tuberllaria: Sub Ordem Tricladida: Infra Ordem Paludicola) tem elevada plasticidade e a 

habilidade de regenerar se completamente a partir de pequenos fragmentos (1/279 de um 

organismo adulto), sendo este fenômeno conhecido há mais de 200 anos (IANNACONE E 

TEJADA, 2007).  

Características tais como capacidade regenerativa, relevância ecológica, distribuição 

cosmopolita e simplicidade morfológica, combinadas a uma posição filogênica intermediária, 

fazem as planárias interessantes para estudos ecotoxicológicos (SÁNCHEZ ALVARADO E 

NEWMARK, 1999).  

Os primeiros trabalhos científicos utilizando planárias em abordagens ecotoxicológicas 

foram realizados por Rulon (1946), que expos alguns animais a cloreto de lítio e a cianeto de 

sódio. No trabalho de Johnson et al. (1959) organismos foram expostos ao agente antifúngico e 

antibacteriano Fungicromin, e no estudo de Jenkins (1959) planarias regenerantes foram expostas 

a tiouréia. Posteriormente, planárias como organismo teste foram utilizadas em ensaios referentes 

à ação da radiação ionizante (MIX E SPARKS, 1969), surfactantes não iônicos (SASKI et al., 

1971), componentes da planta  (LENICQUE et al., 1972) e de metabólitos de 

DDT  (KOUYOUMJIAN E UGLOW, 1974; PHILLIPS et al., 1974). 
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A Tabela 1 apresenta um resumo do levantamento bibliográfico realizado sobre o uso de 

planárias como organismo teste. Pode se observar a diversidade de substâncias, métodos e 

espécies utilizadas e o recente crescimento de publicações utilizando estes organismos. 

 
TABELA 1 – Levantamento bibliográfico sobre o uso de planárias de água doce em avaliações 
ecotoxicológicas 
 

Espécie de 
planária 

Amostra teste Efeito observado 
Referência 

Bibliográfica 

 

Cobre, Zinco, Cádmio, 
Mercúrio e Cromo 

Mortalidade e degeneração 
Sáfadi, 1993 

Cromo Mortalidade 
Preza e Smith, 2001 

Efluente de refinaria de 
petróleo 

Alteração no processo de 
regeneração encefálica 

Barros et al., 2006 

Radiação (Raio γ), 
metilmetanosulfonato e 
ciclofosfamido 

Mortalidade, alteração no processo 
de regeneração encefálica e 
ocorrência de micronúcleos 

Knakievicz et al., 
2008 

Cobre 

Acumulação do metal, alteração da 
mobilidade, alteração no processo de 
regeneração encefálica, ocorrência 
de micronúcleos e análise do 
desempenho reprodutivo 

Knakievicz e 
Ferreira, 2008 

Malation e Fibronil 
Mortalidade, alterações histológicas 
e alteração no processo de 
regeneração encefálica 

Butturi Gomes, 
2008 

Irradiação UV 
Mortalidade, alterações 
morfológicas e na mobilidade 

Kalafatić et al., 2006 

( ) nicotina, picrotoxin, 
N metil D aspartato e 
carbamazepina 

Alterações comportamentais e na 
mobilidade 

Remarkrishnan e 
Desaer., 2011 

Esterigmatocistina Mortalidade 
Piontek, 2010 

Campos magnéticos 
Alteração da regeneração e na fissão 
corpórea 

Novikov et al., 2008 

 

Zinco 
Mortalidade, alterações 
morfológicas, na mobilidade e no 
processo de regeneração encefálica 

Franjević et al., 
2000 

Cádmio 
Alterações mitóticas nos neoblastos 
de planárias regenerantes 

Kalafatić et al., 2004 

Mercúrio 
Alterações mitóticas nos neoblastos 
de planárias regenerantes 

Kalafatić et al., 
2004b 

Herbicida Norflurazon 
Mortalidade, dano do material 
genético, alterações histológicas, 
comportamentais e de mobilidade 

Horvat et al., 2005 

Amônia 
Mortalidade e alterações na 
mobilidade 

Alonso e Camargo, 
2011 
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TABELA 1 – Levantamento bibliográfico sobre uso de planárias de água doce em 
avaliações ecotoxicológicas – Continuação 
 

Espécie de 
planária 

Amostra teste Efeito observado 
Referência 

Bibliográfica 

Irradiação UV 
Mortalidade, alterações 
morfológicas e na mobilidade 

Kalafatić et al., 2006 

 
Radiação (Raio X) 

Alterações nos neoblastos de 
planárias regenerantes 

Salvetti et al., 2009 

Surfactantes iônicos e 
não iônicos 

Mortalidade, ocorrência de estresse 
oxidativo e alteração na atividade da 
colinesterase 

Mei Hui, 2008 

 

Cobre 
Alterações na atividade da catalase e 
ocorrência de estresse protéico  

Guecheva et al., 
2003 

Cobre Dano do material genético 
Guecheva et al, 
2001 

Cobre 
Mortalidade, alteração no processo 
de regeneração encefálica e dano do 
material genético 

Prá et al., 2006 

Água de rio Dano do material genético Prá et al., 2005 

Fungicida Dithane® 
Alterações morfológicas, 
enzimáticas e na mobilidade  

Wiilland et al., 2007 

Radiação (Raio γ), 
metilmetanosulfonato e 
ciclofosfamido 

Mortalidade, alteração no processo 
de regeneração encefálica e 
ocorrência de micronúcleos 

Knakievicz et al., 
2008 

 

Cocaína e outros 
agentes farmacológicos 

Alterações enzimáticas e na 
mobilidade 

Palladini et al, 1996 

6 hidroxidopamina 
Alterações histológicas e na 
mobilidade 

Caronti et al., 1999 

 

Metanfetamina, cocaína 
e cafeína 

Alterações na mobilidade 
Sacavage et al., 
2008 

3 Iodo l tirosina 
Alteração no processo de 
regeneração encefálica e alterações 
enzimáticas 

Ness et al., 1996 

Cocaína 
Alterações comportamentais e na 
mobilidade 

Raffa e Desai, 2005 

Carbofurano 
Alteração no processo de 
regeneração corpórea 

Innacone e Tejada, 
2007 

 
Dimetilsulfóxido 

Mortalidade e alterações na 
mobilidade 

Pagán et al., 2006 

Dimetilsulfóxido e 
Cafeína 

Mortalidade e alterações na 
mobilidade 

Pagán et al., 2009 

Alumínio, Cromo e 
Cádmio 

Alteração no processo de 
regeneração encefálica 

Calevro et al., 1998 
e 1999 

Bisfenol A e 17β
estradiol 

Alterações morfológicas e no 
processo de regeneração corpórea 

Miyashita et al., 
2011 
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TABELA 1 – Levantamento bibliográfico sobre uso de planárias de água doce em 
avaliações ecotoxicológicas – Continuação 
 

Espécie de 
planária

Amostra teste Efeito observado 
Referência 
Bibliográfica 

Metilmercúrio 
Alteração no processo de 
regeneração corpórea e acumulação 
de metal 

Medvedev, 2008 

Metilmercúrio 
Alteração no processo de 
regeneração corpórea e acumulação 
do metal 

Medvedev, 2008 

 

Apesar da variedade de trabalhos, não há uma norma técnica que padronize os testes com 

planárias de água doce. Desta forma, observa se que, por exemplo, planárias de diversas idades e 

espécies diferentes vêm sendo utilizadas em ensaios de mortalidade, sendo reportado na literatura 

o uso de filhotes (PREZA E SMITH, 2001; PRÁ et al., 2006; MEI HUI, 2008; KNAKIEVICZ E 

FERREIRA, 2008), de adultos (SÁFADI, 1993; PAGÁN et al., 2006; HORVAT et al., 2005; 

KNAKIEVICZ E FERREIRA, 2008; BUTTURI GOMES, 2008) e de espécimes sem idade 

definida (PALLADINI et al., 1996; WIILAND et al., 2007; SACAVAGE et al., 2008; 

KNAKIEVICZ et al., 2008). 

Sáfadi (1993) e Preza e Smith (2001) propuseram condições padronizadas para os ensaios 

de mortalidade utilizando planárias da espécie  adultas e filhotes, 

respectivamente. Sáfadi (1993) propôs que este ensaio fosse conduzido utilizando planárias 

adultas, com órgão reprodutor visível e capacidade de postura de casulos, sendo cinco 

organismos expostos a 100 ml de amostra, em duplicata por 96 horas. Durante os testes os 

animais não foram alimentados e as soluções teste, preparadas em água de cultivo, foram 

renovadas a cada 24 horas.  

Já Preza e Smith (2001) propuseram ensaios de mortalidade com filhotes com comprimento 

máximo de 4 mm e idade máxima de 10 dias, exposição de 10 a 20 organismos em frascos 

contendo  50 ml da solução teste, em recipientes de 100 ml, em duplicata e com observações após 

24 e 48 horas de exposição.  

Apesar das tentativas de padronização, os trabalhos mais recentes não adotaram os métodos 

acima citados e empregaram diferentes protocolos, sendo também apresentados materiais e 
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métodos incompletos, dificultando que se possa fazer a comparação entre os procedimentos 

adotados (MEI HUI, 2008; KNAKIEVICZ E FERREIRA, 2008; BUTTURI GOMES, 2008).  

Para que os resultados dos ensaios com planárias possam ser comparados, torna se 

necessária a definição de um método padronizado. Também é importante realizar testes com 

substâncias de referencia visando avaliar a robustez do método, bem como a sensibilidade dos 

organismos. 

Usualmente nos testes ecotoxicológicos são utilizados organismos em sua fase mais 

sensível, ou seja, em geral no período inicial da vida dos mesmos (ZAGATTO E BERTOLETTI, 

2008; ABNT, 2006). Devido à alta taxa de mortalidade de planárias em sua fase intermediária de 

crescimento (SÁFADI, 1993; BUENO SILVA E FISCHER, 2005), tem se que filhotes da 

planária podem ser obtidos com mais facilidade que adultos em culturas de laboratório. 

Estes já demonstraram ser mais sensíveis que organismos adultos, pelo menos para alguns metais 

(PREZA E SMITH, 2001; SÁFADI, 1993). Desta forma, torna se interessante a utilização de 

filhotes em testes de mortalidade. 

Dentre os diversos organismos nos quais o processo regenerativo já foi estudado, destacam

se os anfíbios caudados (salamandras e tritões) e as planárias, as quais possuem capacidade 

regenerativa avançada e cujos aspectos biológicos vêm sendo estudados há mais de 200 anos 

(OVIEDO E BEANE, 2009; IANNACONE E TEJADA, 2007). Estes organismos também são 

alvos de interesse devido aos já antigos relatos da capacidade destes em responder a agentes 

químicos carcinogênicos durante processos regenerativos (BEST E MORITA, 1982; 

OKAMOTO, 1997; SCHAEFFER,1993).  

A relevância em entender esse processo deriva das pesquisas de células tronco, células 

indiferenciadas que tem a capacidade de auto substituição e produção de células específicas. 

Enquanto células troncos embrionárias dividem se e geram diferentes tipos de células do corpo, 

as células tronco adultas de tecidos específicos são normalmente restritas a formar tipos 

específicos de células (ANDERSON et al., 2001; MORRISON, 2001; WAGERS et al., 2002; 

GURLEY E SÁNCHEZ ALVARADO, 2008). Para um animal adulto substituir uma estrutura 

perdida, as células devem ser reprogramadas. Para realizar uma regeneração, animais adultos 

necessitam promover a proliferação de células diferentes, a ativação de células tronco reservas, a 

formação de novas células tronco com limitada capacidade de auto renovação (células 
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progenitoras), ou uma combinação destas estratégias. As células participantes deste processo 

necessitam ainda serem guiadas precisamente até as áreas requeridas e, uma vez que a 

regeneração é completada, uma ordem específica se faz necessária para reportar o sucesso 

regenerativo e sinalizar o término do processo. Caso contrário, a resposta inicial pode continuar 

ativa por tempo indeterminado, causando consequências indesejadas para a homeostase corporal 

(GURLEY E SÁNCHEZ ALVARADO, 2008; OVIEDO E BEANE, 2009).  

Diferente dos caudados que se regeneram através de células pós mitóticas, as quais entram 

novamente no ciclo celular e se desdiferenciam, as planárias utilizam em seu processo 

regenerativo células indiferenciadas chamadas neoblastos. Os neoblastos são considerados 

células tronco adultas somáticas e são o único tipo de célula na planária com a capacidade de se 

dividir. Além disso, os neoblastos são capazes de produzir os 40 tipos de células encontradas 

neste animal (OVIEDO E BEANE, 2009; AGATA E WATANABE, 1999; SALÓ, 2006, SALÓ 

et al., 2009). 

A presença de neoblastos em abundância no mesênquima das planárias as fazem capazes de 

regenerar se completamente desde pequenos grupos de aproximadamente 10,000 células, sendo 

que os fragmentos podem ser oriundos de qualquer parte do corpo deste animal. Um agente 

estressor é capaz de interromper a regeneração deste animal somente impedindo a divisão celular 

ou causando a perda dos neoblastos (GURLEY E SÁNCHEZ ALVARADO, 2008; SÁNCHEZ

ALVARADO, 2004).  

Sabendo que várias classes de contaminantes são capazes de afetar o processo regenerativo 

das planárias sob condições controladas de exposição e das demais vantagens técnicas e 

biológicas em utilizar esse organismo, os ensaios de regeneração podem ser interessantes em 

estudos ambientais de teratogênese e carcinogênese (KANAKIEVICZ E FERREIRA, 2008; 

KANAKIEVICZ et al., 2008; KALAFATIC et al. 2004; CALEVRO et al., 1998). 

Neste sentido, Sabourin et al. (1985) e Calevro et al. (1998) propuseram ensaios de 

regeneração encefálica com planárias para a avaliação de contaminantes ambientais. Organismos 

adultos sadios foram submetidos à decapitação e expostos ao contaminante de interesse. Outros 

autores, utilizando essa abordagem, obtiveram resultados que comprovaram a capacidade de 

diferentes substâncias químicas em influenciar negativamente o processo regenerativo das 
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planárias (BUTTURI GOMES, 2008; IANNACONE E TEJADA, 2007; BARROS et al., 2006; 

PRÁ et al., 2006 ; BUENO et al, 2002). 

O processo de regeneração encefálica de planárias de água doce (FIGURA 1) é finalizado 

entre 5 a 14 dias após a decapitação. A velocidade de cada etapa deste processo ocorre em 

tempos diferentes de acordo com a espécie, a alimentação e a temperatura (EGGER et al, 2007, 

SÁNCHES ALVARADO, 2004). 

 

FIGURA 1 – Esquema representativo da dinâmica de regeneração encefálica em planárias 

1  Planária adulta, 2  Planária seccionada, 3 – Planária imediatamente após secção (inicio do processo de cicatrização e 

migração dos neoblastos para a região lesionada), 4 – Planária aproximadamente 2 horas após a secção (processo de cicatrização 

finalizado), 5 – Proliferação mitótica dos neoblastos na região amputada, com formação do aglomerado celular inespecífico 

blastema, 6 – Crescimento do blastema, 7 – Início da formação das aurículas, 8 – Aparecimento discreto dos ocelos e 

diferenciação mais significativa das aurículas, 9 – Formação completa dos ocelos, crescimento da região encefálica e das 

aurículas, 10 – Definição da região encefálica em proporção similar a de origem, 11 – Planária finalizando regeneração, 1  

Planária adulta regenerada. Fonte: Produção do próprio autor com base no descrito por  Saló et al. (2009) e Gurley e 

Sanches Alvarado (2008).  

 

2.2. O uso da espécie  em testes de mortalidade e atraso na regeneração 

encefálica 

 

Dentre as várias espécies de planárias que vêm sendo utilizadas para os ensaios de 

mortalidade e regeneração encefálica, destaca se a espécie . As planárias desta espécie 

são caracterizadas por habitarem ambientes aquáticos lênticos, por botarem casulos esféricos 

providos de pedúnculos e possuir uma excelente capacidade regenerativa. Além disso, este verme 

achatado é provido de cabeça triangular, a qual se distingue do corpo pela presença de duas 

aurículas curtas e grossas e pela presença de dois ocelos fotossensíveis. Em sua pigmentação 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 11 
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dérmica específica, a superfície ventral do corpo, translúcida, se diferencia da dorsal, castanho 

pigmentado (HYMAN, 1939).  

Essa espécie de vida livre integra a cadeia alimentar dos ecossistemas aquáticos atuando 

como saprófaga e predadora de moluscos, larvas e outras planárias. Hermafroditas, a reprodução 

desses animais pode ocorrer de maneira sexuada ou assexuada. A reprodução sexuada consiste na 

fecundação cruzada com troca mútua de esperma de duas planárias e postura de casulos, 

enquanto que a assexuada ocorre por fissão da região pós faríngea de organismos adultos. Essas 

planárias tem o tamanho médio de 3 mm quando recém nascidas e de 13 a 18 mm quando 

adultas, sendo que podem chegar até 22 mm de comprimento (BUENO SILVA E FICHER, 

2005). Na Figura 2 observa se um espécime jovem, detalhe da região pós faríngea seccionada 

característica de reprodução assexuada e casulos, típicos de reprodução sexuada. 

 

FIGURA 2 – Planária de água doce   

 

A  Espécime jovem; B  Região pós faríngea característica de reprodução assexuada e C  Casulos típicos de 
reprodução sexuada. Imagem ilustrativa e fora de escala. Fonte: arquivos do LEAL FT/UNICAMP 

 

 C 
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Ao serem cultivados de forma controlada em laboratório, os organismos dessa espécie 

chegam à fase adulta em aproximadamente três meses após o nascimento, se reproduzem 

sexuadamente durante todo o ano, gerando casulos com um curto período de incubação 

(BUENO SILVA E FICHER, 2005; KNAKIEVICZ et al., 2006). Destaca se que  

demonstrou maior adaptabilidade ao cultivo em laboratório que  (KNAKIEVICZ et 

al., 2006). Desta forma parece ser uma espécie adequada para ser empregada em testes 

de toxicidade. 
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3. OBJETIVOS 
 

Estabelecer protocolos para o monitoramento das culturas e realização dos testes de 

mortalidade e atraso na regeneração encefálica com , e aplicar os mesmos para a 

avaliação de contaminantes e amostras ambientais. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

4.1 Origem, cultivo e controle da sensibilidade dos organismos teste  

Os organismos utilizados descendem de espécimes de  coletados nos tanques de 

criação de plantas e invertebrados do Instituto de Biociências da UNESP  Campus Rio Claro, SP 

e que foram devidamente identificados (BARROS et al., 2006). 

Em março de 2005 alguns destes animais foram cedidos ao Laboratório de Ecotoxicologia e 

Microbiologia Ambiental  LEAL – FT/UNICAMP, quando foram feitas alterações gradativas 

nas condições de cultivo, visando à obtenção de organismos saudáveis, via reprodução sexuada, 

em quantidades adequadas às necessidades do laboratório. Para a elaboração do método de 

cultivo foram analisadas e adaptadas diferentes propostas encontradas na literatura científica.  

Optou se pelo uso de água de torneira desclorada como água de cultivo (IANNACONE E 

TEJADA, 2007; MEI HUI, 2008; BUTTURI GOMES, 2008). Quanto aos recipientes de criação 

dos animais, foram utilizados potes de plásticos atóxicos com tampa, sendo mantida uma 

densidade populacional de 0,04 indivíduo por mL, conforme recomendado por Reynoldson et al. 

(1965).  

São vários os alimentos que vem sendo empregados no cultivo de planárias em laboratório 

como, minhocas (BUENO SILVA E FISCHER, 2005), fígado de frango (ÁGATA E 

WATANABE, 1999; KOBAYASHI et al., 1999; IANNACONE E TEJADA, 2007), gema de ovo 

(KNAKIEVICZ et al., 2006) e fígado bovino.  Este parece apresentar qualidades nutricionais 

ideais para o cultivo sadio de planárias em laboratório, de acordo com os estudos de Sáfadi 

(1993), Guecheva et al. (2001), Bueno et al. (2002), Barros et al. (2006) e Knakievicz et al. 

(2006). O fígado bovino tem um período de digestão em  de aproximadamente 197 

horas e é indicado para alimentação semanal das culturas (LIMA, 1954). 

Em relação às condições ambientais para o cultivo, foram adotadas as condições 

estabelecidas por Preza e Smith (2001), ou seja, temperatura ambiente e fotoperíodo de 16 horas 

de luz artificial e 8 horas de escuro.  

Neste estudo a alimentação dos organismos, a limpeza dos recipientes de cultivo, a 

renovação da água de manutenção e o controle da mortalidade, fecundidade e natalidade foram 
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realizados semanalmente. A metodologia adotada neste trabalho para o cultivo de  em 

laboratório está apresentada na Tabela 2 

 
TABELA 2 – Condições adotadas para o cultivo de  em laboratório 

Parâmetro Condições de cultivo 

Água de cultivo 

Água de torneira desclorada e constantemente aerada, mantida 
em tanque de 50 L tampado. A cada novo lote preparado, análises 
físico químicas foram realizadas (conforme item 4.3), mantendo

se os seguintes valores: 
 

Parâmetro Valor 
Oxigênio dissolvido (O.D) > 3,0 mg.L 1 O2 

pH 6,5 a 7,6 
Dureza 40 a 48 mg.L 1 de CaCO3 
Cloro < 0,02 mg.L 1 Cl2 

Temperatura Ambiente 
Algas e fungos aparentes Não aparentes 

 
Na ocorrência de fungos, algas e cloro, descartou se o lote. 

 Quando necessário, usou se soluções para correção da dureza 
(Soluções 1 e 2) e soluções de ácido clorídrico ou hidróxido de 
sódio para correção do pH, elaboradas conforme NBR 12713 

(ABNT, 2006) 
 

Características dos 
recipientes de cultivo 

Recipientes plásticos de 4 L, com tampa e identificação indelével 

Alimentação 
Pedaços de fígado bovino, de aproximadamente 23 cm³, mantidos 
nos cristalizadores por 4 horas e disponibilizados semanalmente 

 

Troca da água de cultura 

Remoção e contagem dos organismos e dos possíveis casulos dos 
recipientes após decorridas as 4 horas de exposição ao alimento. 

Inserção dos organismos nos recipientes específicos limpos e 
contendo água de cultivo fresca 

 

Manejo dos casulos e 
controle da natalidade 

No momento da troca, os casulos contados foram alocados em 
recipientes identificados contendo água de cultivo, os quais foram 

submetidos à observação semanal. Na ocorrência de recém
nascidos, estes foram contados e utilizados para ensaios de 

toxicidade ou montagem de novos cristalizadores. Utilizou se 
planilhas de controle 

 
Volume de água de 
cultivo em cada recipiente 
de cultivo 

Para evitar fuga de organismos, os recipientes foram preenchidos 
até o limite de 90% de sua capacidade 
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TABELA 2 – Condições adotadas para o cultivo de  em laboratório  
Continuação 

 

Parâmetro Condições de cultivo 

Densidade populacional 
 

< 0,04 organismos/ml 
 

Fotoperíodo, temperatura 
e aeração 

16 h de luz e 8 h de escuro, temperatura ambiente. Aeração 
constante nos recipientes 

 
Segregação dos 
organismos por idade 

Semanalmente, com registro em planilha de controle 

Registro semanal de 
fecundidade e natalidade 

No dia da troca e durante outras observações semanais. Registros 
em planilhas de controle 

 
Instrumentação para 
manipulação  

Pincéis macios de números variados 

 

Dentre as várias substâncias que podem ser utilizadas como referência em testes de 

sensibilidade, o cromo e o zinco vêm sendo amplamente empregados. Eles possuem vários dos 

requisitos necessários para serem usados como substância de referência, tais como alta 

solubilidade em água, relativa estabilidade química e alta toxicidade (ZAGATTO E 

BERTOLETTI, 2008). 

O zinco já foi utilizado em ensaios de mortalidade com a planária de água doce 

 no estudo de Franjević et al. (2000) e nos ensaios com  realizados por Sáfadi 

(1993). Há também pesquisas que demonstraram os efeitos adversos do cromo frente a filhotes 

(PREZA E SMITH, 2001) e adultos (SÁFADI, 1993) de . 

No presente trabalho foram realizados sete ensaios de sensibilidade utilizando filhotes de 

planárias com base nas metodologias propostas por Knakievicz e Ferreira (2008), Mei Hui 

(2008), Prá et al. (2006) e Preza e Smith (2001), utilizando zinco e cromo para fins comparativos. 

Para a realização dos testes de sensibilidade, filhotes  com no máximo 10 dias 

de nascidos foram segregados dos recipientes de cultivo. Selecionou se somente organismos que 

visualmente não apresentaram lesões ou deformidades e  que estavam com boa capacidade 

locomotiva. 

No mínimo cinco concentrações de cada metal dissolvidos em água de cultivo foram 

empregadas, sendo que cada concentração foi testada em duplicata. Para o controle (água de 
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cultivo) e concentrações testes foram introduzidos 7 organismos em cada réplica contendo 50 ml 

(com o auxilio de pincéis nº 0), de forma a expor 14 organismos a cada concentração. 

Os recipientes foram dispostos em bandejas plásticas sendo imediatamente cobertos com 

plástico transparente e dispostos em prateleiras próximas ao local de cultivo. Não houve 

renovação de solução nem alimentação durante o teste, conforme o proposto por Sáfadi (1993) e 

Preza e Smith (2001). 

A mortalidade e outras alterações foram observadas após 24, 48, 72 e 96 horas de 

exposição. As alterações morfológicas observadas foram registradas mediante fotografias em 

sistema de documentação composto por estereoscópio Zeiss© modelo Stemi 2000 (aumento de 

50 vezes) com câmera Canon© modelo Powershot S10 acoplada. 

As planárias sobreviventes foram retiradas das soluções teste, sacrificadas com álcool 

etílico 98% e descartadas em lixo comum. Os resíduos das soluções teste foram destinados de 

acordo com os protocolos estabelecidos pela Divisão de Gerenciamento de Resíduos da 

Faculdade de Tecnologia/Universidade Estadual de Campinas (SANTOS, 2011). 

Os testes de sensibilidade foram expressos em concentração letal 50% (CL50) e  este valor 

foi obtido por meio do teste estatístico não paramétrico Trimmed Spearman Karber, o qual está 

disponível no software J.Spear (HAMILTON et al., 1977). Foram também calculadas as médias 

aritméticas (X), o desvio padrão normal (DP) e coeficiente de variação (CV) das CL50 

observadas. O coeficiente de variação foi calculado dividindo se o desvio padrão pelas médias 

multiplicado por 100 e expresso em %. 

Como o zinco apresentou menor coeficiente de variação entre os experimentos, o mesmo 

foi escolhido como substância de referencia neste trabalho (vide Item 5.1). Foi elaborada uma 

carta controle da sensibilidade dos organismos filhotes (ZAGATTO E BERTOLETTI, 2008), 

utilizando os dados dos testes realizados com zinco no presente estudo e, utilizando a mesma 

metodologia já empregada nos primeiros sete experimentos. Foram realizados outros sete ensaios 

adicionais, no decorrer de 2011.  

Visando determinar uma faixa de sensibilidade e aceitabilidade dos resultados calculou se 

as CL50 médias dos testes e os valores equivalentes à média somada ou subtraída de dois desvios 

padrões, os quais foram adotados como limite superior e inferior, respectivamente, conforme 

sugerido por Zagatto e Bertoletti (2008).  
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4.2  Substâncias químicas e amostras ambientais  

 

Na escolha da substância de referência usou se o cromo, na forma de dicromato de potássio 

(CAS 7778 50 9, Cromoline® Química Fina Ltda, 99% de pureza) e o zinco, que foi testado na 

forma de sulfato de zinco heptahidratado (CAS 7446 20 0, Casa de Química® Ind. e Com. Ltda, 

99% de pureza).  

Referente às substâncias e amostras de interesse ambiental, testou se o cobre, na forma de 

sulfato de cobre pentahidratado (CAS 7758 99 8, Cromoline® Química Fina Ltda, 99% de 

pureza), um corante têxtil, um herbicida, nanomateriais e amostras ambientais. 

O corante têxtil avaliado foi o produto comercial C.I. Disperse Red 1 (CAS 2872 52 8, N

Ethyl N (2 hydroxyethyl) 4 (4 nitrophenylazo aniline, PCIL® Ltda), Este corante faz parte da 

lista dos compostos analisados no Projeto Temático “Avaliação da ocorrência, 

toxicidade/genotoxicidade e processos para degradação de corantes em efluentes e águas 

superficiais” (FAPESP Nº 08/10448 7). Este produto comercial foi caracterizado quimicamente 

por  Vacchi (2012). Ele é composto pelo corante principal C.I. Disperse Red 1 (60%) (Figura 3), 

surfactante (20%) e outros corantes oriundos de impurezas da síntese química (20%). 

 

FIGURA 3 – Estrutura química do corante principal C.I. Disperse Red 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atrazina (CAS 1912 24 9) foi testada na forma comercial (ATRANEX®, 50% de pureza) e 

também na forma padrão (Sigma Aldrin, 99% de pureza) com fins comparativos. No caso do 

produto puro utilizou se concentrações abaixo de 33 mg.L 1, que corresponde ao limite da 
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solubilidade desta substância (JIANG E ADAMS, 2006) e a solução estoque foi agitada por uma 

hora antes dos testes. 

Nanotubos de carbono de parede múltipla tratados com uma hora de oxidação ácida 

(NTC@1h) foram também avaliados. Este material foi produzido e cedido pelo LQES

IQ/Unicamp e a sua caracterização físico química foi descrita por Honório (2012). Esse material 

faz parte das amostras avaliadas no projeto “Interação de nanomaterais a poluentes ambientais: 

Modulação da eco/genotoxicidade” (CNPq Nº 476660/2009). 

Estes materiais são testados em dispersão, pois são insolúveis em água. Soluções estoque 

de 50 mg.L 1 de NTC@1h foram preparadas de acordo com Honório (2012). A solução estoque 

foi ultrasonicada (42Khz ± 6%)  por 30 minutos e então utilizada no preparo das concentrações

teste. 

Amostras ambientais foram também avaliadas. Foram selecionados dois locais de coleta, o 

Ribeirão dos Cristais – Cajamar, SP (Figura 4), localizado na região metropolitana de São Paulo e 

a estação de tratamento de esgoto de Americana, SP. Destaca se que o Ribeirão dos Cristais 

possui em seu histórico a ocorrência de mutagenicidade (UMBUZEIRO et al., 2005). Segundo 

estes autores, dentre os compostos mutagênicos identificados nas amostras, destacaram se três 

corantes têxteis oriundos de uma indústria de tingimento que lança seus efluentes neste corpo 

hídrico. 

As coletas foram realizadas de acordo com a NBR 9898 (ABNT, 1987) em 22 de Setembro 

de 2011. No Ribeirão dos Cristais foram coletadas amostras no ponto 1 (P1) a 300 metros do 

cano de descarte de efluentes (P2) e no terceiro ponto (P3) a 500 metros à montante do 

lançamento. As amostras foram transportadas para o laboratório e analisadas para pH, 

condutividade, oxigênio dissolvido, dureza e cloro, de acordo com as metodologias de APHA 

(1998) e utilizando os equipamentos descritos no item 4.3. 
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FIGURA 4 – Localização dos pontos de coletas do Ribeirão dos Cristais (Cajamar  SP)  

 

A Figura � indica a localização dos pontos de coleta em Cajamar–SP, do trecho analisado, já a seta laranja indica o 

trecho analisado do Ribeirão dos Cristais. ✁✂✄☎✆✝ ✞✂✂✟✠✆ ✡☛☞✌✍
 

O segundo local analisado foi a ETE Carioba, a qual é responsável pelo tratamento do 

esgoto doméstico e efluentes industriais de parte da cidade de Americana (Estado de São Paulo). 

A atividade industrial têxtil desta região é destaque no cenário econômico brasileiro e gera 

preocupação por se localizar na bacia do Rio Piracicaba, que tem grande importância como 

recurso hídrico para abastecimento no interior do estado (PAULA JUNIOR et al., 2005; BALAN 

E MONTEIRO, 2001, SILVANO E BEGOSSI, 2001).  

Amostras da entrada e saída da estação de tratamento foram coletadas de acordo com NBR 

9898 (ABNT, 1987) em 11/09/2011. As amostras foram transportadas para o laboratório, onde 

foram analisadas para pH, condutividade, oxigênio dissolvido, dureza e cloro de acordo APHA 

(1998) e utilizando os equipamentos descritos no item 4.3. 

Um resumo dos contaminantes e amostras ambientais analisados neste estudo está expresso 

na Tabela 3. 

 

P1 
P2 

P3 
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TABELA 3 – Descrição resumida dos contaminantes e amostras ambientais analisados neste 
estudo 

 ✁✔✝✞�✏✡ ✁☞✞✓✏✑✂✠✝✄☎✆✝✞
Cu

2+
, na forma de sulfato de cobre ✄✟ ✠✡☛☞✞✝☛✞ ✌✞✍ ✎

Azo corante têxtil comercial ✏✑✝✒✓✡✔✒
Herbicida na forma comercial e pura ✕✖✄✗✎✘
Nanotubos de carbono de parede múltipla após 1 hora de oxidação ácida ✙✎
Ribeirão dos Cristais, montante do lançamento de efluentes ✙✚
Ribeirão dos Cristais, lançamento de efluentes ✙✛
Ribeirão dos Cristais, jusante do lançamento de efluentes ✙✎✄
Entrada da ETE Carioba ✙✚✄
Saída da ETE Carioba 

 

4.3 Equipamentos e análises de parâmetros físico químicos 

 

O sistema de descloração da água de torneira consistiu de mangueira de silicone, onde uma 

extremidade foi acoplada à torneira e a outra a uma garrafa plástica limpa de 500 ml, com 

diversos furos na parte inferior. Esta garrafa foi preenchida com camadas sucessivas de carvão 

ativado e pedras de aquário, sendo estes dois materiais separados por polímero reforçado com 

fibra de vidro (PRFV, CAS 65997 17 3), formando um filtro para descloração. A água 

desclorada foi armazenada em recipiente de 50L com tampa. 

Os parâmetros físico químicos foram analisados de acordo APHA, (1998). Para a medida 

de oxigênio dissolvido empregou se um oxímetro YSI modelo 55/12 FT; de pH, o medidor marca 

Marte modelo MB 10; da dureza total, utilizou se o método da titulação com ácido 

etilenodiamino tetra acético (EDTA); o cloro residual livre foi medido em colorímetro Hach 

Pocket pelo método de N,N’ dietil p fenildiamina (DPD, com precisão de ± 0,02 ppm) e para 

verificação da presença de algas e fungos na água de cultivo foi feita uma avaliação visual. 

Quando necessário, a dureza e o pH das soluções testes e da água de cultivo foram corrigidos 

utilizando soluções de ácido e base e de sais específicos, de acordo com a NBR 12713  (ABNT, 

2006). 
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4.4 Ensaios de toxicidade  

 �✁�✁✂✁ ✄☎✆✝✞✟✠✡✞✡☛ ☞☎✌✍✠✟✎☎✝☛✏
 

Os ensaios utilizando filhotes e a expressão dos resultados foi realizada utilizando a mesma 

metodologia utilizada nos ensaios de sensibilidade, a qual foi descrita no item 4.1. Para o cobre, 

foram realizados cinco ensaios, para os compostos C.I. Disperse Red 1, herbicida atrazina e 

NTC@1h foram realizados três ensaios e para as amostras ambientais foi conduzido um ensaio 

para cada ponto coletado no Ribeirão dos Cristais e da ETE Carioba. 

 �✁�✁✑✁ ✒☛✓☛✔☛✆✞✕✖☎ ☛✔☞☛✍✗✟✠☞✞
Butturi Gomes (2008) propôs que ensaios de mortalidade com planárias adultas fossem 

utilizados preliminarmente aos ensaios de regeneração encefálica, visando obter concentrações 

subletais das amostras teste. Deste modo, ensaios de mortalidade utilizando adultos foram 

realizados preliminarmente baseando se na metodologia proposta por Sáfadi (1993). 

Neste caso, utilizou se o mesmo método descrito no item 4.1, com algumas modificações. 

Foram utilizados animais com idade superior a três meses e empregaram se triplicatas contendo 

100 mL para cada concentração. Foram introduzidos 5 organismos pré selecionados em cada 

réplica, com o auxilio de pincéis nº 12, de forma a expor 15 organismos por concentração. Para a 

expressão dos resultados foram usados os mesmos tratamentos estatísticos descritos no item 4.1. 

Foram conduzidos três ensaios com os metais de referência zinco e cromo visando além de 

verificar a viabilidade do método, obter concentrações não letais das substâncias adotadas. 

Quanto aos contaminantes ambientais, foram realizados três ensaios com o metal cobre e com o 

corante C.I. Disperse Red 1, dois com o herbicida atrazina comercial e três com os nanotubos de 

carbono. 

Os testes de regeneração encefálica foram realizados de acordo com Knakievicz e Ferreira 

(2008) e Butturi Gomes (2008). Planárias adultas sadias e em jejum por no máximo 24 horas 

foram segregadas e decapitadas em seu momento de maior elongação corpórea, sendo o corte 

realizado com bisturi na região imediatamente anterior as aurículas. Para cada concentração 
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analisada (no mínimo cinco) foram preparadas quatro réplicas contendo 20 mL de solução e 5 

organismos decapitados em cada frasco. Diariamente foi realizada a renovação das soluções 

testes e a observação da etapa regenerativa apresentada em cada organismo.  

As alterações observadas foram registradas através de fotografias em um sistema de 

observação e documentação composto por estereoscópio Zeiss© (modelo Stemi 2000  aumento 

de 50 vezes) com câmera Canon© modelo Cybershot S10 acoplada. 

Cada etapa ou situação observada nos períodos de leituras foi representada e registrada por 

um símbolo alfanumérico conforme a Tabela 4. 

 

TABELA 4  Simbologia empregada para registro das observações realizadas nos ensaios de 
regeneração encefálica  

 

Para cada tempo de exposição e concentração teste anotou se o número de planárias em 

cada etapa de regeneração. O ensaio foi considerado finalizado quando os organismos nos 

recipientes controles, contendo somente água de cultivo, apresentaram regeneração completa da 

região encefálica (usualmente 5 dias), (BARROS et al., 2006). 

Diversas são as metodologias empregadas para a expressão dos resultados dos ensaios 

regenerativos utilizando planárias. Knakievicz e Ferreira (2008) expressaram os resultados em 

CI50  concentração de inibição da regeneração de 50% dos organismos  e em CENO – 

concentração de efeito não observado. Já Calevro et al. (1998), além de realizar análise estatística 

dos seus resultados, comentaram detalhadamente as alterações observadas em cada concentração

teste. 
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Neste trabalho, ao final do ensaio de regeneração, os efeitos inibitórios das substâncias 

testes foram estimados através da maior concentração que não causou efeito adverso aos 

organismos (CENO) e da menor concentração que causou efeito estatisticamente significativo aos 

organismos (CEO), como também foi descrita as alterações morfológicas e os estágios 

observados nas planárias que apresentaram atraso. 

Visando a obtenção dos valores de CENO e CEO de cada ensaio, calculou se o número de 

planárias com atraso na regeneração ( ) em cada concentração teste. Para o cálculo deste 

valor, utilizou se a seguinte equação: 

 

(Equação 1)                        

 

Onde a sigla  corresponde ao número de planárias com atraso regenerativo na 

concentração teste no tempo  e a sigla  corresponde ao número de planárias com atraso na 

regeneração no controle no tempo . 

A maior concentração onde o valor de  foi igual a 0 foi considerada a CENO e a 

primeira concentração onde o valor de Pax foi maior que 0 foi considerada a CEO. 

A ocorrência de mais de 3 valores negativos de em um mesmo tempo de leitura indica 

melhor condição para regeneração nas concentrações testes que no controle. Nestes casos deve se 

analisar o potencial da substância em auxiliar a regeneração encefálica, a qualidade da água de 

controle, ou até mesmo a necessidade de repetição ou anulação do ensaio. 

 �✁�✁� ✁✟ ✝☛✆✞✕✖☎ ✡☎ ✡☛✏☛✌✂☛✔✎☎ ✆☛✂✆☎✡✄✝✠☎☎ ✡☛ ✞✡✄✟ ✝☎✏ 
Durante os ensaios de mortalidade e de regeneração encefálica com animais adultos com o 

corante C.I. Disperse Red 1 observou se que os organismos expostos não produziram casulos, 

diferentemente dos organismos do controle. Desta forma, decidiu se analisar o desempenho 

reprodutivo de  expostas a este corante. 

O desempenho reprodutivo de  foi avaliado baseando se no método de 

Knakievicz e Ferreira (2008). 
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 Animais saudáveis com idade superior a três meses e com visível capacidade de produção 

de casulos foram aleatoriamente retirados do recipiente de cultivo e colocados em um pote de 

plástico limpo contendo 1 litro da solução teste, em uma densidade populacional de 25 planárias 

por litro, sendo preparados quatro grupos de exposição, denominados G1, G2, G3 e G4.  

O ensaio foi conduzido em três etapas: na primeira etapa (adaptação), todos os grupos 

foram expostos somente à água de cultivo, sendo monitorada a produção de casulos de cada 

grupo por duas semanas. Na segunda etapa (exposição), que durou cinco semanas, três grupos 

foram expostos a 0.01, 0.1 e 1 mg.L 1, G2, G3 e G4, respectivamente, do corante comercial C.I. 

Disperse Red 1 e um grupo, G1,  foi mantido sem o corante. Na terceira e última etapa 

(recuperação), a exposição ao corante foi interrompida e os animais de todos os grupos foram 

expostos somente à água de cultivo, por duas semanas. 

Durante o experimento os animais foram observados e alimentados com fígado bovino uma 

vez por semana, utilizando os mesmos procedimentos e condições empregadas no cultivo. Após a 

troca total das soluções teste foram feitas contagem e segregação dos casulos e observação dos 

aspectos morfológicos dos organismos. Os recipientes foram aerados com compressor comum de 

aquário e mantidos próximos ao local de cultivo. 

Os resultados foram expressos em fecundidade média ( ) de cada grupo nos diferentes 

estágios analisados (Etapa 1 – Adaptação, Etapa 2 – Exposição e Etapa 3 – Recuperação). A 

fecundidade média foi calculada através da seguinte expressão: 

(Equação 2)    

 

Onde  é a fecundidade média,  é o número total de casulos obtidos na semana ,  é 

o número de planárias vivas na semana  e  é o total das semanas. 

Utilizando o software Origin® Pro 8 foi realizada a análise de variância ANOVA e 

comparação das  médias mediante o uso do teste Tukey (nível de significância α = 0,05). 
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5.1 Testes com substâncias de referência (zinco e cromo) e carta controle da sensibilidade 

 
Os resultados dos ensaios com filhotes  e substâncias de referência estão 

apresentados nas Tabelas 5 e 6. Segundo Environment Canada (1990), um teste ecotoxicológico é 

considerado aceitável em relação à precisão analítica quando o coeficiente de variação dos 

resultados não for superior a 30%. 

Observa se que os valores das CL50 obtidas com cromo (Tabela 5), após 24h, tiveram 

variação superior a 30%, o que não ocorreu nos ensaios com zinco (Tabela 6), que em todos os 

períodos analisados apresentaram variação de 12%. Nos ensaios com cromo observa se que 

houve aumento da letalidade ao longo do período de exposição, isto é, o valor da CL50 diminuiu 

ao longo do tempo, fato este não observado nos ensaios com zinco, que apresentaram letalidade 

estabilizada já nas primeiras 24h de exposição. 

TABELA 5 – CL50, em mg.L 1 de Cr6+, obtidas em diferentes tempos de exposição com filhotes 
de   

 

N.C.: valor não calculável pelo método estatístico adotado pela ausência de mortalidade no período; CL50: 

concentração letal a 50% dos organismos; D.P.: desvio padrão; C.V.: Coeficiente de variação. Concentrações 

utilizadas nos ensaios: 
a
 (0.01, 0.03, 0.18, 0.27, 0.3, 0.9, 3.5 e 35 mg.L

-1
 de Cr

6+
); 

b
 (0.9, 1.8, 3.5, 7, 10, 18 e 35 mg.L

-1
 

de Cr
6+

) ; 
c
 Valores na literatura obtidos em ensaios com filhotes de �✁ ✂✄☎✆✄✝✞ expostos a cromo (Preza e Smith, 

2001). 
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Os valores médios das CL50 48h (14±10 mg.L 1) e 96h (7±5 mg.L 1) para cromo com 

filhotes de  foram similares aos reportados por Preza e Smith (2001), que realizaram 

este ensaio 6 vezes. Porém no presente estudo o coeficiente de variação obtido após as 96 horas 

de exposição (66%) foi bem superior ao obtido por estes autores (21%).  A discrepância destes 

valores pode ser explicada pela variação metodológica aplicada entre os trabalhos, pelos erros 

intrínsecos e extrínsecos e, principalmente, pela instabilidade deste metal em solução aquosa. 

Referente aos ensaios com zinco, os valores das CL50 obtidos foram mais reprodutíveis 

quando comparado com os valores obtidos com cromo. A rápida letalidade (24 horas) sugere que 

este seja uma substância de referência adequada, permitindo a finalização do teste de 

sensibilidade em apenas 24h. 

TABELA 6 – CL50, em mg.L 1 de Zn2+,  obtidas em diferentes tempos de exposição com filhotes 
de  

 

CL50: concentração letal a 50% dos organismos; D.P.: desvio padrão; C.V.: coeficiente de variação. 

Concentrações utilizadas nos ensaios 
a
 (0.1, 0.2, 0.5, 1.1, 2.2, 4.5 e 6.8 mg.L

-1 
de Zn

2+
) e 

b
 (0.1, 0.2,  0.5, 1.1, 1.7, 2.2, 

4.5 e 6.8 mg.L
-1

 de Zn
2+

).  

Na condição controle não foram observadas mortes ou quaisquer outras alterações 

morfológicas ou comportamentais nos organismos. Desta forma foi excluída qualquer 

interferência da água de cultivo nos resultados observados. 

A rápida letalidade do sulfato de zinco e maior variação (33%) nos ensaios de sensibilidade 

utilizando dicromato de potássio como substância de referência foram também reportados por 

Sáfadi (1993) em ensaios com adultos de . 
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Observou se também que nos ensaios de mortalidade de adultos, preliminares aos ensaios 

de regeneração realizados com zinco o coeficiente de variação foi inferior a 30% (Tabela 7). 

TABELA 7 – CL50, em mg.L 1 de Zn2+, obtidas em diferentes tempos de exposição com adultos 
de  em testes preliminares aos ensaios de regeneração encefálica  

 

CL50: concentração letal a 50% dos organismos; D.P.: desvio padrão; C.V.: Coeficiente de variação. Concentrações 

utilizadas nos ensaios: 1.1, 1.7, 2.2, 3.4, 4.5, e 7 mg.L
-1

 de Zn
2+

;
 a

 Valor na literatura obtido em ensaios com adultos 

de �✁ ✂✄☎✆✄✝✞ expostos a Zinco (Sáfadi, 1993). 

 

Com cromo observa se na Tabela 8 que as mortalidades só iniciaram após 24 horas de 

exposição, fato este que também ocorreu em dois dos ensaios com filhotes e este metal. Observa

se também que os resultados, diferente dos ensaios com filhotes, demonstraram baixa variação 

analítica, sendo os coeficientes de variação inferiores aos obtidos nos ensaios com  

adultas e zinco. 

 Além disso, observa se que a CL 50 96h obtida no presente estudo está aproximadamente 

12 vezes superior ao encontrado por Sáfadi (1993) em seus ensaios utilizando adultos de 

 e cromo. As diferenças entre as metodologias empregadas, bem como as características 

físico químicas da água de diluição usada podem explicar esta variação elevada entre os valores, 

visto a elevada influência da água de cultivo na toxicidade de metais (CARVALHO et al., 2003, 

VADAMANIKAM E SHAZILLI, 2008) 
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TABELA 8 – CL50, em mg.L 1 de Cr6+, obtidas em diferentes tempos de exposição com adultos 
de  em testes preliminares aos ensaios de regeneração encefálica 
 

N.C.: valor não calculável pelo método estatístico adotado, por não haver mortalidades no período; CL50: 

concentração letal a 50% dos organismos; D.P.: desvio padrão; C.V.: Coeficiente de variação. Concentrações 

utilizadas nos ensaios: 10, 14, 21, 25, 28 e 35 mg.L
-1 

Cr
6+

; 
a
 Valor na literatura obtido em ensaios com adultos de �✁✂✄☎✆✄✝✞ expostos a Cromo (Sáfadi, 1993). 

 
Nos ensaios de regeneração encefálica com o zinco (Tabela 9), obteve se, após 120 horas 

de exposição, 0.57 como CENO e 1.7 como CEO, ambas em mg.L 1 de Zn2+. Neste ensaio, na 

concentração 1.7 mg.L 1 observou se 3 planárias com atraso regenerativo, sendo que duas destas 

apresentavam discreto crescimento do blastema (Fase A) e uma apresentava início do surgimento 

das aurículas e dos ocelos (Fases C e D). 

 
TABELA 9 – Número de planárias  que apresentaram atraso regenerativo após 120 
horas de exposição às concentrações de Zinco 

 

�✁ ✂✄☎
: Número de planárias com atraso regenerativo no controle após 120 horas de observação; Pt120: Número de 

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação e Pa120: Número Real de  

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação. O símbolo ✆ representa a 

mortalidade de todos os organismos-teste. 

 

Com o cromo (Tabela 10) obteve se 3.5 como CENO e 7.0 como CEO, ambos valores em 

mg.L 1 de Cr6+. Na concentração onde as planárias apresentaram atraso, observou se uma planária 



 

 

28 

 

apresentando início do surgimento dos ocelos e das aurículas (Fases D e E) e outra apresentando 

somente blastema discreto (Fase A). 

 
TABELA 10 – Número de planárias  que apresentaram atraso regenerativo após 120 
horas de exposição às concentrações de cromo 

 

�✁ ✂✄☎
: Número de planárias com atraso regenerativo no controle após 120 horas de observação; Pt120: Número de 

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação e Pa120: Número Real de  

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação. O símbolo *representa a 

mortalidade de todos os organismos-teste.

Os efeitos de metais sobre processos regenerativos são poucos estudados (CALEVRO et 

al., 1998). Sobre a toxicidade, sabe se que metais como cobre, ferro e cromo atuam em ciclo 

redox, produzindo espécies reativas de oxigênio (EROs) (STOHS E BAGCHI, 1995). O estresse 

oxidativo gerado por estes metais induzem a peroxidação de lipídios, danos no DNA e alteram a 

homeostasia de diversos minerais essenciais. O estresse oxidativo pode também afetar várias 

rotas metabólicas, como as de reparo do DNA (PRÁ et al., 2006). 

 Franjevic et al. (2000) constatou inibição da regeneração, desintegração de células 

epiteliais, redução no número de células de produção de muco (rhabdites) e destruição 

mitocondrial em planarias   regenerantes expostas a zinco. O sistema nervoso intacto e 

uma completa multiplicação e migração dos neoblastos são necessárias para uma completa 

regeneração em planárias (GURLEY E SÁNCHEZ ALVARADO, 2008; SÁNCHEZ

ALVARADO, 2004), desta forma tem se que zinco e cromo interferem nestes processos. 

Para a elaboração da carta controle da sensibilidade dos organismos filhotes o zinco foi 

escolhido pois apresentou se melhor que o cromo quanto à rapidez na resposta e uniformidade 

dos resultados. Para a elaboração da carta controle (Figura 5) utilizou se os valores das CL50 

24h dos 14 testes. 
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A carta controle demostrou uniformidade na sensibilidade dos organismos a esse metal, 

sendo possível definir claramente faixas de aceitabilidade dos ensaios. 

 

FIGURA 5  Carta controle da sensibilidade de filhotes de  expostos a Zinco, CL50 

(24h) expressas em mg.L 1 de Zn2+ 

A fim de aferir constantemente a sensibilidade dos espécimes de  cultivados no 

LEAL/FT UNICAMP, os resultados dos próximos ensaios de sensibilidade com organismos 

filhotes deverão ser plotados nesta mesma carta controle. A partir desses dados só poderão ser 

aceitos resultados contidos na faixa limitada pela média ± 2 D.P (Figura 5). 
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Cobre 

 

Os ensaios de mortalidade de filhotes (Tabela 11) apresentaram boa repetitividade, sendo 

que a letalidade iniciou se nas primeiras 24 horas de exposição e foi estabilizada nas primeiras 48 

horas. O coeficiente de variação dos resultados, após 96 horas de exposição, foi de 17%, podendo 

então a precisão analítica ser considerada boa (ENVIRONMENT CANADA, 1990). 

 

TABELA 11 – CL50, em mg.L 1 de Cu2+, obtidas em diferentes tempos de exposição com 
filhotes de  expostos a sulfato de cobre 

 

 CL50: concentração letal a 50% dos organismos; D.P.: desvio padrão; C.V.: coeficiente de variação. Concentrações 

utilizadas nos ensaios: 0.3, 0.6, 1.3, 2, e 2.3 mg.L
-1

 de Cu
2+

.

Nos ensaios de mortalidade com adultos, necessários para a realização dos ensaios de 

regeneração encefálica, pode se observar também  estabilização das mortalidades após 48 horas 

de exposição.  

O valor médio da CL50 96h obtido com organismos adultos no presente trabalho foi 

superior ao obtido por Sáfadi (1993). Esta variação pode ser explicada pela diferença entre os 

métodos de exposição adotados e pela qualidade de água de diluição empregada, visto que a 

toxicidade desse metal demonstra estar associada a parâmetros como pH, dureza e temperatura 

(CARVALHO et al., 2003). 
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TABELA 12 – CL50, em mg.L 1 de Cu2+, obtidas em diferentes tempos de exposição com 
adultos de  expostos a sulfato de cobre  
 

CL50: concentração letal a 50% dos organismos; D.P.: desvio padrão; C.V.: Coeficiente de variação. Concentrações 

utilizadas nos ensaios: 0.39, 1.57, 6.27, 12.54 e 25.08 mg.L
-1

; 
a
 Valores na literatura obtidos em ensaios com adultos 

de �✁ ✂✄☎✆✄✝✞ expostos a Cobre (Sáfadi, 1993). 

 

No ensaio de regeneração foi possível observar que as concentrações não letais de cobre 

não foram capazes de inibir a regeneração das planárias, sendo somente possível observar retardo 

regenerativo das planárias exposta a CL50 96h de 1,5 mg.L 1 de Cu2+, a qual fora obtida 

previamente nos ensaios com organismos adultos.  

Como é possível visualizar na Tabela 13, considerando às 120 horas de exposição e a 

completa regeneração das planarias no controle, tem se que a CENO obtida foi 0.4 e a CEO foi 

1.6, ambos valores expressos em mg.L 1 de Cu 2+. 

 

TABELA 13 – Número de planárias  que apresentaram atraso regenerativo após 120 
horas de exposição às concentrações de cobre 
 

�✁ ✂✄☎
: Número de planárias com atraso regenerativo no controle após 120 horas de observação; Pt120: Número de 

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação e Pa120: Número Real de  

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação. O símbolo * representa a 

mortalidade de todos os organismos-teste. 

Na concentração 1.6 mg.L 1, onde planárias com retardo regenerativo foram observadas, 

constatou se que, após as 120 horas de avaliação, duas planárias permaneceram na fase A  (início 

da formação do blastema), uma planária permaneceu na fase B (blastema visível e normal), três 
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planárias permaneceram na fase D (início do surgimento dos ocelos) e uma planária permaneceu 

na fase E (ocelos e aurículas mais definidos). Ainda nesta concentração, oito planárias morreram, 

sendo que a mortalidade destes organismos foi observada após 48 horas de exposição. Na 

concentração controle, todas as planárias apresentaram regeneração completa (Fase F) após as 

120 horas do ensaio. Alguns exemplos de atrasos regenerativos observados neste ensaio estão 

apresentados no Anexo C, Figura C. 

A toxicidade deste metal em planárias está associada a EROS e danos a componentes 

celulares (PRÁ et al., 2006). Em ensaios de regeneração realizados por Knakievicz e Ferreira 

(2008), o cobre demostrou ser pouco mutagênico para planárias. A genotoxicidade deste metal 

demonstrou estar associada a mecanismos de reparo do DNA (GUECHEVA et al., 2001).  

Na Tabela 14 estão tabulados os valores referentes à toxicidade do cobre sobre diferentes 

organismos aquáticos ou que passam alguma etapa do ciclo de vida em meio aquoso, obtidos em 

uma revisão da literatura recente sobre esse assunto. 

 

TABELA 14 – Comparação dos dados obtidos em ensaios de toxicidade aguda e crônica com 
diferentes organismos aquáticos expostos a cobre 
 

 Organismos Valor em mg.L 1 de Cu 2+   Referência 
Cordados 

CL50 6.3 –24h, nascimento de embriões 
5.33 – 48h, nascimento de embriões 
4.35 – 96h,  nascimento de embriões 
3.58 – 120h , nascimento de embriões 
2.65 – 144h, nascimento de embriões 
1.80 – 168h, nascimento de embriões 

Zyadah e Abdel Baky, 
2000 

CL50  9.2 – 24h, mortalidade 
5.5 – 48h, mortalidade 
4.5 – 72h, mortalidade 
3.3 – 96h, mortalidade 
 

Larva de díptera 
CL50 3.28 – 24h, mortalidade 

1.07 – 48h, mortalidade 
0.78 – 72h, mortalidade 
0.18 – 96h, mortalidade   
 

Majumdar e Gupta, 
2012 
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TABELA 14 – Comparação dos dados obtidos em ensaios de toxicidade aguda e 
crônica com diferentes organismos aquáticos expostos a cobre – Continuação 
 

Organismos Valor em mg.L 1 de Cu 2+   Referência 
 

Artrópodes 
CL50 
96h 

0.22  mortalidade larva 
130  mortalidade de jovens 

Ferrer et al., 2006 
 

CE50 
48h 

0.5 – mortalidade de adulto Bossuyt e Janssen, 2005 
 

CL50  
96h 

0.11 – mortalidade de jovens 
0.5 – mortalidade de adulto 

Ahsanullah e Florence, 
1984 

 0.018 – mortalidade  
 0.070 – mortalidade  
 0.052 – mortalidade   
 0.005 – mortalidade  

 0.019 – mortalidade  

 0.013 – mortalidade  
 0.027 – mortalidade  
 0.024 – mortalidade  
 0.019 – mortalidade  
 0.028 – mortalidade  
 0.023 – mortalidade  
 0.028 – mortalidade  
 0.011 – mortalidade Bossuyt e Janssen, 2005 

 0.017 – mortalidade 
0.012 – mortalidade 

0.016 – mortalidade 
0.009 – mortalidade 
0.016 – mortalidade 
0.033 – mortalidade 
0.016 – mortalidade 

CENO  0.0009 – 15min, fuga Gutierrez et al., 2012 
CEO 0.004 – 15min, fuga 
CENO < 0.002 – 15min, fuga 
CEO 0.002 – 15min, fuga 
CENO 0.05 – 15min, fuga 
CEO < 0.05 – 15min, fuga 
CENO < 0.003 – 15min, fuga 
CEO 0.003 – 15min, fuga 
CENO < 0.014 – 15min, fuga 
CEO 0.014 – 15min, fuga 
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Observa se na Tabela 14 que muitos foram os organismos e  empregados na 

avaliação da toxicidade deste metal. Destaca se que a maioria dos dados na literatura refere se à 

toxicidade deste sobre artrópodes, seguido pelos cordados. Em média, os artrópodes demonstram 

serem os organismos mais sensíveis. Os cordados foram os menos sensíveis e todos os demais 

grupos empregados apresentaram sensibilidade similar a este metal, incluindo os platelmintos. 

Entre todos os ensaios com planárias, observa se que o ensaio de mortalidade de filhotes foi 

o mais sensível a este contaminante, isto é, foi através deste que obteve se a menor concentração 

que ocasionou efeito deletério as planárias. Este fato pode estar relacionado a este contaminante e 

a relação área de superfície corpórea/balanço osmótico diferente entre adultos e filhotes (PREZA 

E SMITH, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABELA 14 – Comparação dos dados obtidos em ensaios de toxicidade aguda e 
crônica com diferentes organismos aquáticos expostos a cobre – Continuação 

 

Organismos Valor em mg.L 1 de Cu 2+   Referência 
Molusco 

CL50 0.04  24h, mortalidade Conners e Black, 2004 
 4.84  24h, mortalidade 

1.85 – 48h, mortalidade 
0.92  72h, mortalidade 
0.12 – 96h, mortalidade 
0.12 – 96h, mortalidade 
 

Piyatiratitivorakul, et 
al., 2006 

Platelminto 
CL50 0.5  96h, mortalidade filhotes Este trabalho 

1.5  96h, mortalidade adultos 
CENO 0.4  120h, regeneração encefálica 
CEO 1.6  120h, regeneração encefálica 

    



 

 

35 

 

Corante  C.I. Disperse Red 1 

 

Durante todos os ensaios e em todas as soluções teste acima de 10 mg.L 1 obteve se 

precipitação do corante devido à baixa solubilidade deste produto. Este fato tornou os ensaios 

mais interessantes visto que as planárias passam a maior parte do tempo deslizando sobre as 

superfícies dos recipientes de teste e de cultivo, e em raízes e objetos submersos no ambiente 

natural (SÁFADI, 1993).  

Destaca se ainda que, após 24 horas de exposição, observou se que todos os organismos 

apresentaram derme com coloração avermelhada, principalmente a região encefálica. Esta 

observação pode estar associada à absorção de moléculas do corante na derme das planárias 

durante a respiração dérmica das mesmas. 

Na Tabela 15, referente aos ensaios com filhotes de , observa se que as 

mortalidades ocorreram já nas primeiras 24 horas e que os resultados apresentaram em todos os 

momentos de leitura coeficiente de variação inferior a 30%, considerado satisfatório 

(ENVIRONMENT CANADA, 1990). 

 

TABELA 15 – CL50, em mg.L 1, obtidas em diferentes tempos de exposição com filhotes de 
 expostos ao corante têxtil C.I. Disperse Red 1 

 

CL50, concentração letal a 50% dos organismos; D.P., desvio padrão; C.V., coeficiente de variação. Concentrações 

utilizadas nos ensaios: 10, 50, 100, 150 e 200 mg.L
-1

 do corante comercial C.I. Disperse Red 1. 

 

Nos ensaios com organismos adultos, observou se que as mortalidades iniciaram nas 

primeiras 24 horas, porém estas ocorreram somente na maior concentração (250 mg.L 1). Desta 

forma, só foi possível calcular a CL50 após decorridas 48 horas de exposição (Tabela 16).  
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Os ensaios com adultos apresentaram boa precisão analítica em todos os momentos de 

leitura, sendo que o coeficiente de variação variou 4% em média. Desta forma, os dados podem 

ser considerados aceitáveis (ENVIRONMENT CANADA, 1990). 

 

TABELA 16 – CL50, em mg.L 1, obtidas em diferentes tempos de exposição com adultos de 
 expostos ao corante têxtil C.I. Disperse Red 1 

 

N.C.: valor não calculável pelo método estatístico adotado, por não haver mortalidades no período. CL50, 

concentração letal a 50% dos organismos; D.P., desvio padrão; C.V., coeficiente de variação. Concentrações 

utilizadas nos ensaios: 50, 100, 150, 200 e 250 mg.L
-1

. 

Nos ensaios de regeneração encefálica (Tabela 17) nas concentrações não letais ocorreu 

atraso regenerativo das planárias. Após 120 horas de observação e utilizando se do número de 

planárias não completamente regeneradas calculou se a CENO e a CEO, as quais foram 10 e 50 

mg.L 1 de C.I. Disperse Red 1 comercial, respectivamente.  

TABELA 17 – Número de planárias  que apresentaram atraso regenerativo após 120 
horas de exposição ao corante têxtil C.I. Disperse Red 1 

 

�✁ ✂✄☎
: Número de planárias com atraso regenerativo no controle após 120 horas de observação; Pt120: Número de 

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação e Pa120: Número Real de  

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação.
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Na concentração 50 mg.L 1, o organismo com atraso regenerativo ficou estagnado na fase E 

(ocelos e aurículas mais definidos), já nas concentrações 100 e 150 mg.L 1, quatro planárias 

permaneceram nesta mesma fase. Na concentração 200 mg.L 1 dez organismos morreram, três 

permaneceram na fase * (cicatrização não realizada), três na faze Z (má cicatrização, com ocelo e 

sem aurículas) e quatro na fase C (início da formação das aurículas). Alguns exemplos de atrasos 

regenerativos observados neste ensaio estão apresentados no Anexo C, Figura D. 

Dentre as planarias que morreram observou se antes da morte elevada degeneração 

corpórea e alterações de comportamento. Quanto à degeneração, observou se lesões dérmicas 

com perda da organização dos tecidos, fato este já observado nos ensaios de Sáfadi (1993) com 

metais.Quanto ao comportamento, observou se alterações como h  (aceno de cabeça 

enquanto movem se para frente),  (movimento irregular do corpo, como torções), 

(torção da cauda) e  (balanço de cabeça), comportamentos estes descritos por 

Raffa e Desai (2005), no estudo com planárias  expostas a cocaína, 

indicados por esses autores como sinais de abstinência à essa droga. Sendo assim, estas mudanças 

de comportamento indicam uma ação subletal do corante, possivelmente relacionada ao sistema 

neurológico das planárias. No Anexo C, Figuras A e B encontram se exemplos destas 

observações. 

Foi observado também, em todos os organismos aumento na produção de muco, com 

resultante aglomeração do corante. A formação de muco em planárias está associada à ação de 

células especificas presentes em sua epiderme, podendo o aumento na produção de muco estar 

associado à lise dessas células (FRANJEVIC et al., 2000). Znidariƈ et al. (1995) relacionam o 

aumento da produção de muco como mecanismo de defesa de organismos de água doce contra 

agentes estressores. Desta forma, o aumento na produção de muco observado nos ensaios pode 

estar associado à defesa das planárias frente ao corante.  

Observou se também que durante esses experimentos os organismos expostos ao corante 

não casulopositaram. Testes para investigar esse efeito foram realizados e então apresentados na 

página 49. 

Realizou se uma comparação dos efeitos do corante C.I. Disperse Red 1 obtidos neste 

trabalho com dados da literatura (Tabela 18).  
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TABELA 18 – Comparação dos dados obtidos em ensaios de toxicidade aguda e crônica com 
diferentes organismos aquáticos expostos ao corante comercial têxtil Disperse Red 1

Organismo Valor em mg.L 1 de  Red 1  Referência 
Artrópodes 

CE50 48h 0.13 – mortalidade e imobilidade Vacchi, 2012 
CE50 48h 0.58 – mortalidade e imobilidade 
CE50 48h 0.78 – mortalidade e imobilidade 
CL50 48h 0.48 – mortalidade e imobilidade 
CI50 192h 0.22 – fecundidade 
CE50 48h 0.13* – mortalidade e imobilidade Ferraz et al., 2011 
   

Algas 
CI50 72h 38.5 – inibição do crescimento 

celular 
 

Vacchi, 2012 

Cnidários 
CE50 96h 1.9 – mudanças morfológicas 

(todas) 
Vacchi, 2012 

CL50 96h 47.9  mudanças morfológicas 
(tulipa e desintegração) 

CI50 169h 31.6 – reprodução 
 

Cordados 
CL50 96h >50 – mortalidade 

 
Vacchi et al, 2012 

Platelminto 
CL50 75 – 96h, mortalidade filhotes Este trabalho 

152 – 96h, mortalidade adultos 
CENO 10  120h, regeneração encefálica 
CEO 50  120h, regeneração encefálica 

*corante puro (95%)  

 

Observa se que os artrópodes foram os organismos mais sensíveis, sendo estes seguidos 

pelo cnidário. As planárias e a alga apresentaram sensibilidade semelhante e para o cordado 

( ) o corante não foi toxico nas concentrações testadas. 

Nos ensaios com as planárias, o  de atraso na regeneração encefálica foi o mais 

sensível. 
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Herbicida Atrazina 

 
 

Nos ensaios de mortalidade com filhotes de  (Tabela 19) observa se que a 

atrazina causou mortalidade nas primeiras 24 horas de exposição. Foram feitos três experimentos, 

registrando mortalidade a cada 24h. Somente no teste com 48h (Tabela 19) obteve se coeficiente 

de variação superior a 30%, valor recomendado por Environment Canada, (1990). 

 

TABELA 19 – CL50, em mg.L 1, obtidas em diferentes tempos de exposição com filhotes de 
 expostos a atrazina comercial 

 

CL50: concentração letal a 50% dos organismos; D.P.: desvio padrão; C.V.: coeficiente de variação. Concentrações 

utilizadas nos ensaios: 10, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 mg.L
-1

.

Nos tempos superiores a 24 horas de exposição e nas concentrações maiores que 25 mg.L 1 

as planárias apresentaram mudanças morfológicas específicas, as quais não haviam sido 

observadas anteriormente neste trabalho e que não estavam presentes nas literaturas consultadas 

referentes as planárias.  

As mudanças observadas especificamente foram: alteração do formato corpóreo com 

inchaço na região da faringe, perda da região pós faríngea, bem como exposição intermitente da 

faringe. Estas alterações apresentadas na Figura 6, foram observadas em diferentes organismos

teste e não apresentaram evolução, permanecendo as planárias com estas mudanças durante as 96 

horas de observação. 
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FIGURA 6 – Mudanças morfológicas observadas em filhotes de após 24 horas de 

exposição à atrazina  

A = controle negativo, organismo normal, B = faringe retrátil permanentemente exposta, C = inchaço da região da 
faringe e D = perda da região pós faríngea. Escala das barras = 1 mm 

 
Visando verificar se estas alterações estavam relacionadas à atrazina e não aos surfactantes 

presentes no herbicida comercial foi realizado adicionalmente um ensaio com atrazina pura. Com 

este produto, na concentração 33 mg.L 1 e após 24 horas de exposição, também foram observadas 

as mesmas alterações obtidas com a atrazina comercial.  

Foram comparadas as respostas da atrazina comercial e do produto puro usando a curva de 

mortalidade obtida no teste número 3 com atrazina comercial (Tabela 19) e a curva de 

mortalidade obtida no ensaio com o produto puro (Figura 7). As concentrações nos dois testes 

foram expressas em atrazina. No caso do produto comercial, que continha 50% de atrazina, a 

solução foi preparada com o estoque líquido, expressando se as concentrações teste em atrazina 

equivalente. 
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FIGURA 7 – Curvas concentração resposta referente à mortalidade das planárias filhotes 

expostas a atrazina comercial e padrão, após 96 horas de exposição. As concentrações foram 

expressas em atrazina. 

 

Observa se que as duas curvas apresentaram comportamento similar, podendo se afirmar 

que os efeitos adversos observados estão relacionados somente a atrazina e não ao surfactante 

presente no produto comercial. 

Destaca se que as áreas das planárias afetadas pela atrazina são as responsáveis pela 

alimentação e reprodução destes organismos, desta forma, tornam se necessários estudos 

específicos que possam esclarecer o mecanismo de ação deste herbicida sobre . 

Nos ensaios com organismos adultos observa se que as mortalidades tiveram inicio já nas 

primeiras 24h (Tabela 20). Dois testes independentes foram realizados e os coeficientes de 

variação nos diferentes tempos de leitura estiveram abaixo de 30% (Tabela 20). 
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TABELA 20 – CL50, em mg.L 1, obtidas em diferentes tempos de exposição com adultos de 
 expostos ao herbicida Atrazina 

 

CL50, concentração letal a 50% dos organismos; D.P., desvio padrão; C.V., coeficiente de variação. Concentrações 

utilizadas nos ensaios: 10, 25, 50, 100, 150, 200 e 250  mg.L
-1

 de Atrazina. 

Tanto nos ensaios com adultos quanto nos ensaios com filhotes notou se que os 

organismos, diferentemente do teste controle, permaneceram planando sob as soluções ou 

mantiveram se fixados nas bordas superiores dos recipientes durantes os momentos 

imediatamente posteriores à inserção destes nas amostras, numa tentativa de fuga. 

Segundo Kolasa (2001) planárias e outros turbelários possuem um sistema de detecção de 

agentes químicos, usado geralmente para identificação de presas e que podem explicar esse 

comportamento de fuga. 

Nos ensaios de regeneração encefálica observou se que as planárias apresentaram atraso 

regenerativo nas concentrações não letais (Tabela 21). Obteve se 10 como CENO e 25 como 

CEO, ambos os valores em mg.L 1 de atrazina comercial. 

 

TABELA 21 – Número de planárias  que apresentaram atraso regenerativo após 120 
horas de exposição ao herbicida atrazina comercial 

 

�✁ ✂✄☎
: Número de planárias com atraso regenerativo no controle após 120 horas de observação; Pt120: Número de 

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação e Pa120: Número Real de  

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação. O símbolo *representa a 

mortalidade de todos os organismos-teste.
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Na concentração 25 mg.L 1 e após as 120 horas de regeneração encefálica, das 20 planárias 

inicialmente expostas e decapitadas, 14 morreram e outras 6 apresentaram distúrbios na 

regeneração encefálica. Observou se três planárias apresentando início do surgimento dos ocelos 

e das aurículas (Fases C e D), duas apresentando ocelos e aurículas mais definidos (Fase E) e 

uma com início da formação do blastema (Fase A).  

A Tabela 22 abaixo apresenta comparação dos dados obtidos neste trabalho com ensaios de 

toxicidade aguda e crônica realizados com diferentes organismos expostos ao herbicida atrazina. 

 
TABELA 22 – Comparação dos dados obtidos em ensaios de toxicidade aguda e crônica com 
diferentes organismos aquáticos expostos ao herbicida atrazina  

 

Organismos Valor em mg.L 1 de  atrazina   Referência 
Cordados 

CL50 96h 5.02 – mortalidade  Botelho et al., 2009 
CL50 96h 36.8 – mortalidade alevinos Santos e Botelho, 2010 

CL50 96h 22 – mortalidade de juvenis Chapadense et al., 2009 

CL50 64 – 24h, mortalidade 
49 – 48h, mortalidade 
44 – 72h, mortalidade  
42 – 96h, mortalidade 
 

Nwani et al., 2011 

Molusco 
CL50 96h 26 – mortalidade adultos 

14 – mortalidade recém eclodidos 
>50 – Embriões 

Oliveira Filho, 2003 

CENO 96h 10 – dano em adultos 
5 – danos em recém eclodidos 
50 – dano em embriões 

CL50 24h 241 – mortalidade Conners e Black, 2004 
 

Artrópodes 
CE50 48h 42 – mortalidade e imobilidade Anacleto et al., 2010 
CE50 48h 8 – mortalidade e imobilidade 
CI50 48h 4,5 – mortalidade e imobilidade 
CE50 48h 8 – mortalidade e imobilidade 
CI50 196h 4.5 – fecundidade 
CE50 
 

37 – 24h, mortalidade ou 
imobilidade 

Palma et al., 2008 

36 – 48h, mortalidade ou 
imobilidade 
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Observa se na Tabela 22 que os organismos mais sensíveis a atrazina foram as algas e as 

macrófitas, sendo que os artrópodes apresentaram sensibilidade mediana. As bactérias, os 

platelmintos, o cnidário e a larva de díptera, bem como os moluscos e os cordados apresentaram, 

em média, sensibilidade similar. 

No que se refere aos ensaios com as planárias, quando comparados entre si, observa se que 

o  regeneração encefálica foi o mais sensível a este composto. 

TABELA 22 – Comparação dos dados obtidos em ensaios de toxicidade aguda e 
crônica com diferentes organismos aquáticos expostos ao herbicida atrazina –
Continuação 
 

Organismos Valor em mg.L 1 de atrazina  Referência 
 Artrópodes  
CE50 48h 24  mortalidade ou imobilidade Phyu et al., 2004 
CL50 96h 8.4 – mortalidade Phyu et al., 2005 
CL50 96h 7 – mortalidade recém nascidos Hack et al., 2008 
 Alga  
CI50 72h 1.4 – inibição do crescimento 

celular 
Anacleto et al., 2010 

CE 96h 0.24 – inibição do crescimento Fairchild et al., 1997 
CENO 96h 0.004 – inibição do crescimento  
CE50 0.15 – inibição do crescimento Baun et al., 2008 
CE50 0.07 – inibição do crescimento DeLorenzo e Serrano, 

2003 
Macrófita 

CL50 96h 0.15 – mortalidade   Fairchild et al., 1997 
CENO 96h 0.08 – crescimento de biomassa 
CEO 96h 0.15 – crescimento de biomassa 
CE40 168h 0.09 – inibição do crescimento Mohammad et al., 2010 

Cnidário 
CE50 55 – mudanças morfológicas  

 
Anacleto et al., 2010 

Larva de díptera 
CL50 240h 
 

19 – mortalidade  Phyu et al., 2005 

Bactéria 
CI50  
30 min 

> 6 – inibição da luminescência Hernando et al., 2007 
69  inibição da luminescência Palma et al., 2008 
23  inibição da luminescência Anacleto et al., 2010 

   
Platelmintos 

CL50 39 – 96h, mortalidade filhotes Este trabalho 
40 – 96h, mortalidade adultos 

CENO 10 – 120h, regeneração encefálica 
CEO 25 – 120h, regeneração encefálica 
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Nanotubos de Carbono de parede múltiplas 

 

Durante as 96 horas dos três ensaios de mortalidade com as concentrações de nanotubos de 

carbono de parede múltiplas, tanto utilizando se organismos filhotes quanto adultos, não foram 

observadas nenhuma mortalidade ou qualquer alteração morfológica. As concentrações testadas 

foram 0.1, 0.5, 1.0, 2.5 e 5.0 mg.L 1, podendo então considerar se que a CL50 96 h deste 

contaminante é maior que 5 mg.L 1.  

Apesar da não letalidade deste material, destaca se que durante ambos ensaios observou se 

acúmulo dos nanotubos no muco produzido pela derme das planárias. Esse muco, comum em 

planárias, possui a função biológica de auxiliar a locomoção ciliada destes organismos, podendo 

estar relacionado à alimentação destas (KOLASA, 2001), bem como pode ter sua produção 

aumentada na presença de agentes estressores (FRENJEVIC et al., 2002). 

Nos resultados do ensaio de regeneração encefálica com os nanotubos (Tabela 23), é 

possível observar que somente na concentração 0,1 mg.L 1 de NTC@1h uma planária apresentou 

atraso na regeneração. Esta, em vez de apresentar formação completa dos ocelos e das aurículas 

(Fase F), apresentava ocelos e aurículas definidos (Fase E). Como o número de planárias 

apresentando atraso nesta concentração foi pequeno (5%) e por nas concentrações superiores não 

terem ocorrido atrasos, esse resultado não parece estar relacionado à exposição aos nanotubos. 

Porém mais testes poderiam ser realizados para verificar o potencial desses materiais, em baixas 

concentrações, em auxiliar a regeneração encefálica de planárias. 

TABELA 23 – Número de planárias  que apresentaram atraso regenerativo após 120 
horas de exposição às concentrações de nanotubos de carbono de parede múltipla 

 

�✁ ✂✄☎
: Número de planárias com atraso regenerativo no controle após 120 horas de observação; Pt120: Número de 

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação e Pa120: Número Real de  

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação
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Em geral esses nanomateriais não tem apresentado toxicidade aguda em ensaios com 

organismos aquáticos, por isso alguns autores vêm verificando se esses materiais poderiam atuar 

como moduladores da toxicidade de outros agentes tóxicos (YAN et al., 2008, BLAISE et al., 

2008, PULSKAMP et al., 2007). 

A ação tóxica dos nanomateriais sobre organismos aquáticos, principalmente dos nanotubos 

de carbono, está geralmente associada a efeitos subletais e genotóxicos e ao tipo de tratamento 

químico que os nanomateriais são submetidos (ROBERTS et al., 2007, TEMPLETON et al, 

2006, WEI et al, 2010) 

Neste trabalho não foi observado nenhum efeito deletério as planárias ocasionado pela 

exposição aos nanotubos de carbono avaliados nos  medidos (mortalidade de jovem e 

regeneração encefálica). 

 

Amostras ambientais – Ribeirão dos Cristais e Estação de Tratamento de 

Esgoto (ETE) Carioba  

 

Foram obtidos dados sobre amostras ambientais em ensaios de mortalidade com filhotes de 

 (Tabela 24). Antes dos ensaios, análises físico quimicas foram realizadas nas amostras 

coletadas e os resultados foram apresentados na Tabela 25. 

 

TABELA 24 – Mortalidade (%) obtida em diferentes tempos de exposição de filhotes de 
 às amostras coletadas no Ribeirão dos Cristais e na ETE Carioba 

 

✙✎
: Ribeirão dos Cristais montante; 

✙✚
:  Ribeirão dos Cristais cano de despejo de efluente, P

✛
: Ribeirão dos Cristais, 

jusante. 
✙✎�✄: Entrada da ETE Carioba e 

✙✚�✄: Saída da ETE Carioba. 
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TABELA 25 – Parâmetros Físico químicos das amostras do Ribeirão dos Cristais, da ETE 
Carioba e do controle, água de cultivo de  
 
 Parâmetros Físico Químicos 

Amostra 
pH 

Condutividade 
µS/cm 

Dureza 
mg.L 1 CaCo3 

Cloro 
mg.L 1 CL2 

Temperatura 
ºC 

Oxigênio 
Dissolvido 
mg.L 1 O2 

P1.C 7.14 1687 60 1,17 27.3 1.57 
P2.C 7.22 1471 90 0.87 27 1.87 
P1 6.57 118.5 25 0.01 20.4 3.33 
P2 7.14 1045 80 0.83 22 1.53 
P3 6.63 172.4 30 0.12 20.7 2.08 
Controle 7.72 241.7 46 0.00 23 4.61 ✙✎

: Ribeirão dos Cristais montante; 
✙✚

:  Ribeirão dos Cristais cano de despejo de efluente, P
✛

: Ribeirão dos Cristais, 

jusante. 
✙✎�✄: Entrada da ETE Carioba e 

✙✚�✄: Saída da ETE Carioba. 

 

A amostra do cano de despejo de efluentes industriais e domésticos no Ribeirão dos Cristais 

 P2, apresentou toxicidade aos filhotes de (Tabela 24). Esta amostra causou 100% de 

letalidade já nas primeiras 24h de exposição. 

Analisando os parâmetros físico químicos desta amostra (Tabela 25), observa se que, 

quando comparada aos demais pontos de coleta deste ribeirão, esta é a que possui maiores valores 

de condutividade elétrica, dureza e cloro residual. 

Já as amostras P1 e P3, que situam se no Ribeirão dos Cristais a montante e jusante do 

despejo, respectivamente, não apresentaram toxicidade apesar da dureza e cloro destas se 

apresentarem acima dos níveis indicados para o cultivo sadio de .  

Quanto aos ensaios de mortalidade de filhotes com as amostras da ETE Carioba (Tabela 

25), tanto a amostra da entrada do tratamento (P1.C) quanto a da saída  (P2.C) apresentaram 

mortalidade de todos os organismos já nas primeiras 24 horas de análise. As referidas amostras 

apresentaram altos valores de condutividade elétrica, cloro residual e dureza, o que poderia 

explicar o efeito observado. 

Nos ensaios de regeneração encefálica a amostra antes (P1.C) e após tratamento (P2.C) da 

ETE carioba apresentou letalidade a todos os organismos nas concentrações testadas, não sendo 

possível avaliar esse .  
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Das amostras do Ribeirão dos Cristais, somente o ponto P2 (cano de despejo de efluentes) 

apresentou efeito deletério sobre as planárias regenerantes. Das 20 planárias adultas decapitadas 

que foram inicialmente expostas, 17 sobreviveram as 120h de ensaio. Destas, 5 apresentaram se 

na Fase A (início da formação do blastema), 2 na fase D (início do surgimento dos ocelos),  5 nas 

fases C e D (início do surgimento das aurículas e início do surgimento dos ocelos), 3 na fase O 

(corpos decapitados) e 2 na fase X (degeneração corpórea elevada). 

 

TABELA 26 – Número de planárias  que apresentaram atraso regenerativo após 120 
horas de exposição às amostras do Ribeirão dos Cristais e da ETE Carioba 

 

�✁ ✂✄☎
: Número de planárias com atraso regenerativo no controle após 120 horas de observação; Pt120: Número de 

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação e Pa120: Número Real de  

planárias com atraso regenerativo na solução teste após 120 horas de observação. 
✙✎

: Ribeirão dos Cristais 

montante; 
✙✚

:  Ribeirão dos Cristais cano de despejo de efluente, P
✛

: Ribeirão dos Cristais, jusante. 
✙✎�✄: Entrada 

da ETE Carioba e 
✙✚�✄: Saída da ETE Carioba. O símbolo *representa a mortalidade de todos os organismos-teste. 

 

Observou se que as amostras ambientais que causaram mortalidade de filhotes e atraso na 

regeneração encefálica de  foram as do cano de despejo de efluentes no Ribeirão dos 

Cristais (P2) e da entrada (P1.C) e saída (P2.C) da Estação de Tratamento de Efluentes Carioba. 

Quanto aos potenciais contaminantes ambientais testados, cujos resultados foram resumidos 

na Tabela 27, em média as planárias (platelmintos) demonstraram sensibilidade intermediária em 

relação aos demais níveis tróficos empregados, exceto no caso da atrazina, onde permaneceram 

entre as menos sensíveis e no caso do NTC@1h, onde não apresentou sensibilidade às 

concentrações testadas.  

 
 
 
 



 

 

49 

 

TABELA 27 – Resumo dos resultados obtidos para os contaminantes ambientais avaliados com 
 neste trabalho  

 
 

 Valor médio em mg.L 1± D.P. Valor em mg.L 1 

Amostra 

Mortalidade filhotes 

CL50 96h 

Mortalidade adultos 

CL50 96h Regeneração encefálica 

Cobre, Cu2+ 0.5 ± 0.1 (N=5) 1.5±0.05 (N=3) CENO 120h – 0.4 
CEO 120h – 1.6 

CI Disperse Red 1 75± 7 (N=3) 152± 6 (N=3) CENO 120h – 10 
CEO 120h – 50 

Atrazina 39±11 (N=3)  40±2 (N=2) CENO 120h – 10 
CEO 120h – 25 

NTC@1h  >5 (N=3) >5 (N=3) CENO 120h – 5 
CEO 120h – >5 

 

Como observou se que tanto nos ensaios de mortalidade como nos ensaios de regeneração 

encefálica os organismos não postaram casulos durante os experimentos e que no tratamento 

controle a casuloposição ocorreu normalmente, foram conduzidos ensaios para verificar se o 

corante poderia afetar o desempenho reprodutivo de adultos de .  

Durante a etapa 2 de exposição das planárias às concentrações subletais do corante C.I. 

Disperse Red 1, o grupo G4 (ao ser exposto a 1 mg.L 1 deste composto) apresentou diferença 

estatisticamente significativa na fecundidade média, quanto comparado aos demais grupos nesta 

mesma etapa (Figura 8). 
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FIGURA 8 – Dinâmica da fecundidade média das planárias durante as etapas do ensaio de performance 

reprodutiva com o corante comercial C.I. Disperse Red 1 

 

 

 

Tanto na Etapa 1 – Aclimatação quanto na Etapa 3 – Recuperação não foram observadas 

alterações estatisticamente significativas da fecundidade em nenhum dos grupos analisados, o 

que demonstrou a capacidade dos organismos do grupo G4, quanto na ausência do corante, de se 

recuperarem e normalizarem a casuloposição. 

Durante a alimentação semanal na Etapa 2, observou se que os organismos, na 

concentração 1 mg.L 1 apresentaram coloração avermelhada na derme, após a primeira semana de 

exposição. Além disso, na segunda semana de exposição os animais desta concentração 

apresentaram dificuldade em se alimentarem, pois estes, diferentes do controle e demais 

Etapa 1 – Fecundidade média nos primeiros 14 dias de aclimação dos organismos ao sistema teste. Etapa 2 – Fecundidade média 

obtida nos 35 dias de exposição dos organismos ao corante têxtil comercial C.I. Disperse Red 1. Etapa 3 – Fecundidade média 

obtida nos 14 dias de recuperação dos organismos após a exposição ao corante.  Anova P < 0.05 e Tukey: α = 0.05. O grupo 

identificado com * representa aquele que apresentou diferença significativa quando comparado com os demais grupos desta 

mesma  
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tratamentos, não se aproximavam dos pedaços de fígado distribuídos, ficando somente fixos nas 

paredes internas dos recipientes teste e com a faringe retrátil exposta, sempre em direção ao 

alimento. 

As planárias estão sempre em movimento, seja para caça de alimento, seja na busca por 

parceiros sexuais ou para sua fuga e proteção. Ao notarem a presença de uma presa nas 

proximidades e utilizando seus quimiorreceptores, estas se direcionam ao alimento visando o 

emprego de sua faringe retrátil para ingestão do fluído alimentar (KOLASA, 2001).  

Com base nestes dados, o comportamento observado referente à dificuldade de alimentação 

na presença do corante pode ser considerado um efeito adverso subletal. 

Sabe se que as planárias possuem reservatórios de lipídios dispersos em todo o corpo e que 

estas, na ausência prolongada de alimento, podem diminuir de tamanho corpóreo e praticar 

canibalismo (BUENO SILVA e FISHER, 2005, KNAKIEVICZ et al., 2006).  

Neste sentido contou se semanalmente, durante todas as etapas do ensaio, o número de 

planárias em cada grupo bem como se observou qualitativamente o tamanho corpóreo dos 

organismos testes. Não foram observados mortalidade, canibalismo ou mudança de tamanho 

corpóreo. Mais estudos poderiam ser realizados para esclarecer os mecanismos envolvidos na 

ação desse corante sobre a fecundidade das planárias, principalmente se a dificuldade de se 

alimentar estaria ocasionando a redução da casuloposicão. 
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De acordo com os resultados obtidos pode se concluir que:  

Um protocolo para o monitoramento da sensibilidade das culturas de  foi 

estabelecido, sendo que o zinco foi a substância mais apropriada tendo como vantagem o 

ensaio de sensibilidade poder ser finalizado em 24h. Os métodos de realização do ensaio de 

regeneração encefálica e de mortalidade de filhotes foram eficazes para a observação de 

efeitos adversos das substâncias analisadas. 

Todas as amostras testadas apresentaram efeito deletério às planárias, exceto os nanotubos 

de carbono de parede múltipla. O  atraso na regeneração encefálica foi mais 

sensível que o mortalidade de filhotes. 

O corante têxtil C.I. Disperse Red 1 causou alteração significativa na fecundidade de 

planárias adultas. 

Conclui se que os organismos demonstraram sensibilidade apropriada e uniforme, que os 

métodos adotados foram eficazes na avaliação de contaminantes ambientais, que o método 

de regeneração encefálica foi o mais sensível quanto ao de mortalidade de filhotes e que 

diferentes ensaios, como performance reprodutiva, podem ser também adotados na 

utilização de planárias de água doce na ecotoxicologia. Os protocolos utilizados neste 

estudo podem ser utilizados como subsídios na elaboração futura de normas técnicas de 

testes com planárias de água doce. 
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Empregar análises histológicas e celulares para estudar as alterações morfológicas 

observadas em  quando expostas ao herbicida atrazina. 

Utilizar os  mortalidade de filhotes e regeneração encefálica para avaliar outros 

contaminantes e amostras ambientais, visando ampliar o banco de dados disponíveis com esses 

organismos. 

Avaliar a possibilidade do emprego de  subletais em planárias de água doce  

como mudanças comportamentais (produção excessiva de muco, alteração na movimentação e de 

alimentação); mudanças morfológicas (formato e coloração corpórea); bem como performance 

reprodutiva de adultos. 
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TABELA 28 – Dados detalhados das substâncias químicas utilizadas nos ensaios de com 

 ✙✝☎✍�✑☎ ✁✂✝✄�☎✒ ✙✞☛☎✆☎☎✞✝�☎✒✝ ✁✒✆✝✡✝✒✔✑✞ ✞☎✑✞ ✙�✝✞✓✒ ✟✒☎✡✍✒✍✞
Sulfato de 

Zinco 

ZnSO4.7H2O 294,18 CAQ – Casa de 

Química Ind. e 

Com. ltda 

11835/07 99% 06/2011 

Dicromato 

de potássio 

K2Cr2O7 387,56 Cromoline 

Química Fina 

Ltda 

05010004 99 – 

108,7% 

12/2011 

Sulfato de 

Cobre 

CuSO4.5H2O 249,68 Cromoline 

Química Fina 

Ltda 

10611/07 99% 04/2014 

Disperse 

Red 1 

(✠-Ethyl-✠-(2-

hydroxyethyl)-

4-(4-

nitrophenylazo) 

aniline 

--- PCIL – Produtos 

Químicos para 

Indústrias LTDA 

5221 60% --- 

Atrazina 1-chloro-3-

ethylamino-5-

isopropylamino-

2,4,6-triazine 

--- ATRANEX 019-07-

10675 

50% 12/2012 

--- Dado não encontrado na amostra
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TABELA 29 – Dados detalhados dos resultados obtidos nos diferentes tempos de leituras dos ensaios de regeneração encefálica com 

 expostas a concentrações de sulfato de cobre� ✁✂ ✄ ☎✆✝ ✞✟ ✠✡✝ ☎✂ ☛☞ ✌✂ ✍ ✆ ☞✎ ✁✏✑ ✒ ✓ ✔✕ ✖✗ ✘✙ ✚ ✗ ✛✜ ✢✗ ✣✜ ✚ ✣ ✗ ✛✤ ✣ ✛ ✗ ✖✥ ✌✦ ✧★ ✩ ✦ ✒✪✌✂ ✍ ✆ ☞ ✎ ✁✏✑ ✒ ✓ ✔✕ ✖✗ ✚ ✖ ✖✗ ✤ ✖ ✚ ✗ ✢ ✘ ✗ ✣ ✢✗ ✤★ ☞ ✁✫ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂
 T0h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 

 
T12h 0% 100%O 0% 100%O 0% 

15%X 

85%O 
40% 

10%O 

50%* 
80% 

15%X 

5%O 
0% 100%O 

 
T24h 0% 100%A O% 100%A 0% 5%P 95%A 55% 

25%* 

20%O 
90% 10%* 0% 100%A 

 

T48h 0% 100%B 0% 100%B 40% 

20%O 

5%X 

10%* 

25%B 

75% 
15%O 5%* 

5%A 
100% -- 0% 100%B 

 

T72h 0% 
30%C 

70%D 
0% 

25%C 

75%D 
40% 

10%O 5%A 

10%B 

10%P 

25%D 

100% -- -- -- 0% 
40%C 

60%D 

 

T96h 0% 5%D 95%E 0% 100%E 40% 

15%O 

10%A 5%D 

30%E 

-- -- -- -- 0% 
5%D 

95%E 

 

T120h 0% 100%F 0% 100%F 40% 

10%A 5%B 

15%D 5%E 

25%F 

-- -- -- -- 0% 100%F 

Temperatura  média (ºC) 25,3 

FASE 

O - Corpos acéfalos X- Degeneração elevada * – Cicatrização não realizada P – Planária sem região pós-faringe      �
 – Inicio formação do blastema 

✲
 – Blastema visível e normal 

✌
– início surgimento das aurículas 

✳
 – início do surgimento dos ocelos ✪

 - Ocelos e aurículas mais definidos 
✴
 – Formação completa dos ocelos e das aurículas  

O símbolo -- representa a mortalidade de todos os organismos-teste. 
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TABELA 30 – Dados detalhados dos resultados obtidos nos diferentes tempos de leituras dos ensaios de regeneração encefálica com 
 expostas a concentrações do corante têxtil C.I. Disperse Red 1 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 

Amostra 
Disperse Red 1  

( ✁✏✑ ✒ ✓ ✔
) 

10 50 100 150 200 CONTROLE 

 Tempo 
Morta  
lidade 

Rege  
neração 

Morta  
lidade 

Rege  
neração 

Morta  
lidade 

Rege  
neração 

Morta  
lidade 

Rege  
neração 

Morta  
lidade 

Rege  
neração 

Morta  
lidade 

Rege  
neração 

 T0h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 
 T12h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 
 

T24h 0% 100%A O% 100%A 0% 100%A 0% 100%A 0% 
15%* 
85%A 

0% 100%A 

 
T48h 0% 100%B 0% 100%B 0% 100%B 0% 100%B 0% 

15%* 
100%B 

0% 100%B 

 
T72h 0% 100%CD 0% 100%CD 0% 

10%B 
90%CD 

0% 
10%B 

90%CD 
0% 

15%* 
85%CD 

0% 100%CD 

 
T96h 0% 100%E 0% 

15%C 
85%E 

0% 
25%C 
75%E 

0% 
10%C 
90%E 

0% 
15%* 
45%C 
40%E 

0% 100%E 

 

T120h 0% 100%F 0% 
10%E 
90%F 

0% 
25%E 
75%F 

0% 
25%E 
75%F 

40% 

15%* 
15%Z 
20%C 
10%F 

0% 
5%E 
95%F 

Temperatura  média (ºC) 23 ± 2 

FASE 
O  corpos acéfalos X  degeneração elevada * – cicatrização não realizada P – planária sem região pós faringe      

A – inicio formação do blastema B – blastema visível e normal C – início surgimento das aurículas D – início do surgimento dos ocelos 
E  ocelos e aurículas mais definidos F – formação completa dos ocelos e das aurículas Z – Má cicatrização, com ocelo e sem aurículas 
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TABELA 31 – Dados detalhados dos resultados obtidos nos diferentes tempos de leituras dos ensaios de regeneração encefálica 
 expostas a concentrações de nanotubos de carbono de parede múltipla � ✁✂ ✄ ☎✆✝ ✧✝ ✯ ✂ ☎✟ ✍✂ ☛☞ ✌✝ ✆ ✍✂ ✯ ✂☛☞ ✫ ✝ ✆ ☞ ☛☞ ✁ � ✠ ☎✮ ✫ ✠✝✎ ✁✏✑ ✒ ✓ ✔✕ ✖✗ ✚ ✖✗ ✛ ✚ ✗ ✖ ✣ ✗ ✛ ✛ ✗ ✖ ✌✦ ✧★ ✩ ✦ ✒✪★ ☞ ✁✫ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂

 T0h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 

 T12h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%0 0% 100%O 

 T24h 0% 100%A O% 100%A 0% 100%A 0% 100%A 0% 100%A 0% 100%A 

 
T48h 0% 100%B 0% 

5%A 

95%B 
0% 100%B 0% 100%B 0% 100%B 0% 100%B 

 
T72h 0% 

40%C 

100%D 
0% 

5%B 40%C 

95%D 
0% 

45%C  

100%D 
0% 

30%C 

100%D 
0% 

30%C 

100%D 
0% 

40%C 

100%D 

 

T96h 0% 
5%D 

95%E 
0% 

5%D 

95%E 
0% 100%E 0% 100%E 0% 100%E 0% 

5%C 

5%D 

90%E 

 T120h 0% 100%F 0% 5%E 95%F 0% 100%F 0% 100%F 0% 100%F 0% 100%F 

Temperatura  média (ºC) 25,3 

FASE 

O - corpos acéfalos X- degeneração elevada * – cicatrização não realizada P – planária sem região pós-faringe      �
 – inicio formação do blastema 

✲
 – blastema visível e normal 

✌
– início surgimento das aurículas 

✳
 – início do surgimento dos ocelos ✪

 - ocelos e aurículas mais definidos 
✴
 – formação completa dos ocelos e das aurículas   
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TABELA 32 – Dados detalhados dos resultados obtidos nos diferentes tempos de leituras dos ensaios de regeneração encefálica com 
 expostas a concentrações de sulfato de zinco � ✁✂ ✄ ☎✆✝ ✞✟ ✠✡✝ ☎✂ ☛☞ �✮ ✯✁ ✂✎ ✁✏✑ ✒ ✓ ✔✕ ✣ ✗ ✛ ✜ ✗ ✛ ✚ ✖ ✚ ✛ ✣ ✖ ✌✦ ✧★ ✩ ✦ ✒✪�✮ ✯✁ ✂ ✎ ✁✏✑ ✒ ✓ ✔✕ ✖✗ ✛✜ ✚ ✗ ✜ ✣ ✗ ✘ ✘ ✗ ✤ ✤ ✗ ✛★ ☞ ✁✫ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✧☞ ✆✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂

 T0h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 

 

T24h 0% 100%A O% 

80%A 

10%* 

10%X 

35% 

45%A 

10%* 

10%X 

70% 
25%A 

5%X 
100% 0%A 0% 100%A 

 
T48h 0% 100%B 0% 

25%A 

75%B 
55% 

10%A 

35%B 
75% 

5%A 

20%B 
-- -- 0% 100%B 

 
T72h 0% 100%CD 0% 

25%A 

75%CD 
55% 

10%A 

35%CD 
75% 

5%A 

20%B 
-- -- 0% 100%CD 

 

T96h 0% 100%E 0% 

10%A  

10CD 

80%E 

55% 

10%X 

15%B 

25%E 

95% 5%B -- -- 0% 100%E 

 

T120h 0% 100%F 0% 

10%A 

5%CD 

85%F 

60% 

5%X 

5%E 

30%F 

95% 5%B -- -- 0% 100%F 

Temperatura  média (ºC) 25,3 

FASE 

O - corpos acéfalos X- degeneração elevada * – cicatrização não realizada P – planária sem região pós-faringe      �
 – inicio formação do blastema 

✲
 – blastema visível e normal 

✌
– início surgimento das aurículas 

✳
 – início do surgimento dos ocelos ✪

 - ocelos e aurículas mais definidos 
✴
 – formação completa dos ocelos e das aurículas   

O símbolo -- representa a mortalidade de todos os organismos-teste.  
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TABELA 33 – Dados detalhados dos resultados obtidos nos diferentes tempos de leituras dos ensaios de regeneração encefálica com 
 expostas a concentrações de Cromo

 

O símbolo -- representa a mortalidade de todos os organismos-teste. 

 

 

 

  

 

� ✁✂ ✄ ☎✆ ✝ ✳✮ ✁ ✆ ✂ ✁✝ ☎✂ ☛☞✫ ✂ ☎ � ✄ ✄✮ ✂✎ ✁✏✑ ✒ ✓ ✔✕ ✚ ✖ ✣ ✖ ✤ ✖ ✢ ✖ ✥ ✖ ✌✦ ✧★ ✩ ✦ ✒✪✌✆ ✂ ✁ ✂ ✎ ✁✏✑ ✒ ✓ ✔✕ ✘ ✗ ✛ ✜ ✚✤ ✣ ✚ ✣ ✥★ ☞ ✁ ✫ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂
 T0h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 

 T12h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 

 T24h 0% 100%A O% 100%A 0% 100%A 0% 100%A 0% 100%A 0% 100%A 

 T48h 0% 100%B 0% 100%B 0% 100%B 15% 75%B 40% 60%B 0% 100%B 

 
T72h 0% 100%CD 0% 100%CD 0% 100%CD 30% 

65%B 

5%CD 
75% 

5%B 

20%CD 
0% 

40%C 

100%D 

 

T96h 0% 100%E 0% 100%E 15% 

5%X 

10%CD 

60%E 

85% 
5%X 

10%E 
90% 10%E 0% 

5%C 

5%D 

90%E 

 
T120h 0% 100%F 0% 

10%E 

90%F 
55% 

5%E 

35%F 
-- -- -- -- 0% 100%F 

Temperatura  média (ºC) 25,3 

FASE 

O - Corpos acéfalos X- Degeneração elevada * – Cicatrização não realizada P – Planária sem região pós-faringe      �
 – Inicio formação do blastema 

✲
 – Blastema visível e normal 

✌
– início surgimento das aurículas 

✳
 – início do surgimento dos ocelos ✪

 - Ocelos e aurículas mais definidos 
✴
 – Formação completa dos ocelos e das aurículas  
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TABELA 34 – Dados detalhados dos resultados obtidos nos diferentes tempos de leituras dos ensaios de regeneração encefálica com 
 expostas a concentrações de atrazina comercial

 

 

 

 

� ✁✂ ✄ ☎✆✝ � ☎ ✆✝ �✮ ✯✝✁ ✂ ✁☞ ✆ ✁ ✮✝ ✠✎ ✁✏✑ ✒ ✓ ✔✕ ✛ ✚ ✖ ✣ ✛ ✜ ✛ ✚ ✖ ✖ ✌✦ ✧★ ✩ ✦ ✒✪★ ☞ ✁✫ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂
 T0h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 

 T12h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 

 
T24h 0% 100%A O% 100%A 0% 

15%X 

85%A 
0% 

20%X 

80%A 
0% 

50%X 

50%A 
0% 100%A 

 

T48h 0% 100%B 0% 100%B 0% 

5%* 

30%X 

65%B 

0% 
55%A 

45%B 
40% 

45%X 

15%B 
0% 100%B 

 

T72h 0% 100%CD 0% 100%CD 10% 

5%* 

45%X 

40%CD 

100% -- 90% 
5%X 

5%A 
0% 100%CD 

 
T96h 0% 100%E 0% 100%E 70% 

5%A 

35%CD 
-- -- -- -- 0% 

5%D 

95%E 

 

T120h 0% 100%F 0% 100%F 70% 

5%A 

15%CD 

10%E 

-- -- -- -- 0% 
15%E 

85%F 

Temperatura  média (ºC) 25,3 

FASE 

O - Corpos acéfalos X- Degeneração elevada * – Cicatrização não realizada P – Planária sem região pós-faringe      �
 – Inicio formação do blastema 

✲
 – Blastema visível e normal 

✌
– início surgimento das aurículas 

✳
 – início do surgimento dos ocelos ✪

 - Ocelos e aurículas mais definidos 
✴
 – Formação completa dos ocelos e das aurículas  

O símbolo -- representa a mortalidade de todos os organismos-teste. 
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TABELA 35 – Dados detalhados dos resultados obtidos nos diferentes tempos de leituras dos ensaios de regeneração encefálica com 
 expostas a amostras do Ribeirão dos Cristais e ETE Carioba � ✁✂ ✄ ☎✆✝ ✄✝ ✁ ✍✮ ☞ ✯ ☎✝ ✮ ✄ � ✚ � ✣ � ✘ � ✚✑ ✌ � ✣✑ ✌ ✌✦ ✧★ ✩ ✦ ✒✪★ ☞ ✁ ✫ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✧☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆✝ ✰ ✱ ✂ ✬ ✂ ✆ ☎✝ ✭✠ ✮ ☛✝ ☛☞ ✩☞ ✏ ☞ ✭✯☞ ✆ ✝ ✰ ✱ ✂

 T0h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O 

 T12h 0% 100%O 0% 100%O 0% 100%O -- -- -- -- 0% 100%O 

 
T24h 0% 100%A O% 

25%O 

75%A 
0% 100%A -- -- -- -- 0% 100%A 

 
T48h 0% 100%B 0% 

25%O 

75%B 
0% 100%B -- -- -- -- 0% 100%B 

 
T72h 0% 100%CD 0% 

25%O 

75%CD 
0% 100%CD -- -- -- -- 0% 

5%B 

 95%CD 

 

T96h 0% 100%E 0% 

15%O 

10%* 

75%CD 

0% 
5%CD 

95%E 
-- -- -- -- 0% 100%E 

 

T120h 0% 100%F 15% 

10%X 

15%0 

25%A 

10%D 

25%CD 

0% 100%F -- -- -- -- 0% 100%F 

Temperatura  média (ºC) 25,3 

FASE 

O - Corpos acéfalos X- Degeneração elevada * – Cicatrização não realizada P – Planária sem região pós-faringe      �
 – Inicio formação do blastema 

✲
 – Blastema visível e normal 

✌
– início surgimento das aurículas 

✳
 – início do surgimento dos ocelos ✪

 - Ocelos e aurículas mais definidos 
✴
 – Formação completa dos ocelos e das aurículas  � ✚

: Ribeirão dos Cristais montante; 
� ✣

:  Ribeirão dos Cristais cano de despejo de efluente, P
✘
: Ribeirão dos Cristais, jusante. 

� ✚✑ ✌
: Entrada da ETE Carioba e 

� ✣✑ ✌
: Saída da ETE Carioba . O símbolo -- 

representa a mortalidade de todos os organismos-teste. 
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FIGURA 9 – Alterações morfológicas e observações registradas nos ensaios de regeneração encefálica e de mortalidade com 
 expostas a cobre a ao corante Disperse Red 1

 

 

 

Planárias filhotes coradas e com alteração comportamental nos ensaios com 
Disperse Red 1 (A), mudanças comportamentais descritas por Raffa e Desai, 2005 
(B), Alteração na regeneração nos ensaio com cobre (C) e com o corante Disperse 
Red 1 (D). 

 

200 mg.L
1
,  Fase 200 mg.L

1
,  Fase Z 

50 mg.L
1
,  Fase  E Ensaio controle 

200 mg.L
1
,  Fase * 

 

 

Controle 1,6  mg.L
1
,  Fase A 1,6  mg.L

1
,  Fase A  


