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 Utilização do gastrópode aquático Physa acuta em ensaios 

in situ 

Os ensaios in situ constituem uma ferramenta efetiva e ambientalmente relevante de 

avaliação de efeitos ecotoxicológicos, permitindo estabelecer relações causa-efeito em 

ambientes aquáticos sujeitos a vários agentes de stress. Entre as várias espécies 

aquáticas utilizadas neste tipo de testes, o gastrópode Physa acuta assume-se como um 

potencial organismo teste, permitindo, para além da avaliação de efeitos letais, a 

avaliação de parâmetros sub-letais ao nível reprodutivo (p.ex. número de ovos, número 

de massas de ovos, número de ovos em cada conjunto de massas de ovos e 

desenvolvimento embrionário) num curto espaço de tempo. Além disso, os requisitos 

materiais necessários à implementação de ensaios com P. acuta são de rápida e fácil 

execução e de baixo custo. Deste modo, o presente artigo pretende reunir informação 

necessária à realização de ensaios in situ com P. acuta, incluindo a descrição da espécie 

e suas vantagens enquanto modelo experimental, assim como os procedimentos prévios, 

durante e após a execução dos ensaios. 
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INTRODUÇÃO 

Sendo uma ciência integrativa, a ecotoxicologia permite estudar o comportamento e efeito tóxico das 

substâncias naturais ou artificias em organismos vivos (Butler, 1978). Embora os ensaios ecotoxicológicos 

em laboratório sejam comumente utilizados para avaliar a toxicidade de compostos, não reproduzem 

fielmente as condições que ocorrem no ambiente aquático, uma vez que se desenrolam em ambiente 

controlado, onde as condições abióticas são constantes. Por exemplo, fatores como o substrato, a corrente, 

o fotoperíodo, a presença de alimento, temperatura da água e as variações das características químicas da 

água (dureza, salinidade, pH e oxigénio dissolvido) são fatores que afetam a sensibilidade dos 

invertebrados aquáticos (Maciorowski e Clarke, 1980). Neste sentido, os ensaios in situ apresentam-se 

como ensaios ecologicamente mais relevantes pois permitem avaliar o efeito combinado destas variações 

naturais com um mínimo de manipulação (Chappie e Burton, 1997; Moreira-Santos et al., 2004). A utilização 

de invertebrados aquáticos em ensaios ecotoxicológicos é cada vez mais uma opção em detrimento da 

ictiofauna, apresentando múltiplas vantagens. Para além de ser um grupo morfologicamente, 

fisiologicamente e ecologicamente diverso, permitindo um leque variado de respostas a um tóxico (Hart e 

Fuller, 1974), também possui outras vantagens práticas como o reduzido tamanho e ciclos de vida e tempos 

de reprodução geralmente curtos. Se, por um lado, o diminuto tamanho permite reduzir o espaço de 

manutenção e a quantidade de composto/amostra a testar, ambos os fatores permitem também diminuir os 

custos com equipamento, materiais e meios de cultura (Greenwood et al., 2008). Entre as demais espécies 

aquáticas utilizadas em ecotoxicologia, o gastrópode aquático Physa acuta tem sido recentemente utilizado 

em ensaios ecotoxicológicos em laboratório para avaliação do efeito de vários xenobióticos (Sánchez-

Argüello et al., 2009; Lance et al., 2010; Musee et al., 2010; De Castro-Català et al., 2013). Contudo, os 

registos da sua utilização em ensaios in situ são praticamente inexistentes. 

Descrição da espécie Physa acuta 

P. acuta é uma espécie invasora cuja introdução acidental na Europa se julga ter ocorrido durante a troca 

de algodão entre os Estados Unidos da América e a França (Anderson, 2003). Trata-se de um gastrópode 

aquático pequeno, pulmonado. Segundo Paraense e Pointier (2003) a concha de P. acuta apresenta as 

seguintes características: a) fina, lisa, brilhante e moderadamente translúcida com coloração castanha clara; 

b) linhas espirais não-percetíveis; c) protoconcha (concha embrionária ou primeira volta) distinta, 

arredondada e projetada; d) formada por 4 ou 5 voltas, que crescem rapidamente, de forma regular e 

proporcional desde a primeira até à última volta, que é muito grande e com forma arredondada; e) espira 

curta; f) suturas ligeiramente marcadas; g) abertura 

grande, em forma de orelha e com cerca de ¾ do 

comprimento total da concha; h) lábio externo fino e 

afiado, e lábio interno localizado imediatamente junto à 

região columelar, fechando completamente a região 

umbilical; i) dobras da columela um pouco torcidas 

(não visível na Figura 1); j) calo parietal (saliência do 

bordo interior da abertura) amplo e ausência de 

opérculo (Figura 1).  

 

FIGURA 1: Esquema da vista da concha da espécie 
Physa acuta com indicação dos principais 

componentes da mesma. Legenda: p: protoconcha; 
v: volta; s: sutura; l: lábio interno; a: abertura.  
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Vantagens do uso de Physa acuta em ensaios in situ 

As vantagens da utilização desta espécie em ensaios ecotoxicológicos e, em especial, em ensaios in situ 

são variadas. P. acuta é uma espécie invasora com ampla distribuição na Europa e em Portugal (Van 

Damme et al., 2012), desempenhando um papel importante nos sistemas aquáticos, pois faz parte da dieta 

alimentar de vários peixes e algumas aves aquáticas, como patos e gansos (Gomot, 1998). É uma espécie 

hermafrodita com capacidade de auto-fecundação e cujas taxas de reprodução são elevadas: em 

laboratório, cada adulto pode colocar entre 50 a 100 ovos sob a forma de massas de ovos, semanalmente 

durante um ano (Wethington e Dillon, 1993); o desenvolvimento embrionário ocorre em aproximadamente 

uma semana (Li et al., 2014), o que possibilita a avaliação de parâmetros sub-letais como a reprodução em 

ensaios de curta duração. A maturação sexual ocorre entre 6 a 8 semanas (Wethington e Dillon, 1993). O 

desenvolvimento embrionário pode ser facilmente observado ao microscópio, já que as suas massas de 

ovos e o córion são transparentes. Possui também uma ampla tolerância a variações de temperatura da 

água, apresentando grande resiliência a perturbações (Seeland et al., 2013), no entanto é sensível à 

exposição a tóxicos e, por isso, apropriada para ensaios ecotoxicológicos (Evans-White e Lamberti, 2009; 

Sánchez-Argüello et al., 2009; Lance et al., 2010; Musee et al., 2010; Li et al., 2014). Por último, a sua 

locomoção no substrato e hábitos alimentares detritívoros torna esta espécie ideal para ensaios envolvendo 

poluentes presentes nos sedimentos (Musee et al., 2010). Face a isto, esta espécie apresenta 

características que a tornam um potencial organismo para a determinação não só de efeitos letais como 

efeitos sub-letais. Assim, de entre os vários parâmetros, podemos estudar a mortalidade, número de ovos, 

número de massas de ovos, número de ovos em cada conjunto de massas de ovos e desenvolvimento 

embrionário. Atendendo a que se trata de uma espécie invasora, e apesar de amplamente distribuída na 

Península Ibérica, existe o risco da sua introdução em cursos de água onde esta ainda não esteja presente. 

Assim, as estruturas de suporte devem ser cuidadosamente construídas para ser evitado o risco de 

dispersão. Não obstante, é aconselhada a sua utilização em ensaios in situ somente em massas de água 

onde a espécie ocorra. 

PROCEDIMENTOS 

Os procedimentos para a execução dos ensaios in situ, envolvendo a espécie P. acuta, podem dividir-se em 

três etapas: fase preparatória - a que antecede o ensaio e consiste na aclimatação ou manutenção da 

cultura e na execução das câmaras que vão alojar os organismos in situ; fase da exposição do ensaio em 

campo; e por último a fase de finalização do ensaio, com a determinação dos parâmetros, quer ainda em 

campo, quer em laboratório. A listagem de materiais, soluções usadas para preparação do meio de cultura e 

alimento estão reportadas na Tabela I. 

1. Fase Preparatória 

1.1. Cultura de Physa acuta 

Previamente à execução dos ensaios in situ deve estabelecer-se uma cultura de P. acuta em laboratório. 

Como já referido, dada a sua larga distribuição, esta espécie é facilmente encontrada em diversos sistemas 

aquaticos (rios, ribeiros, lagos). Os organismos, em número suficiente de acordo com o desenho 

experimental definido, devem ser recolhidos num curso de água de qualidade comprovadamente elevada e, 
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em laboratório, deve-se proceder à confirmação da espécie. Deve ser efectuada uma triagem e calibração 

dos organismos, colocando aqueles com o mesmo intervalo de tamanho em aquários com capacidade de 

4L, num máximo de 50 organismos por aquário. Ao longo de 15 dias deve ser efetuada uma aclimatação ao 

meio de cultura, passando de forma gradual de água de campo (recolhida no local onde se recolheram os 

organismos) para meio de cultura artificial (Artificial Pond Water – APW; Naylor et al., 1989; Tabela II e 

Figura 2). Os animais devem ser mantidos em laboratório à temperatura de 20 ± 2ºC e fotoperíodo de 16h 

luz e 8h escuro com arejamento. Como alimento recomenda-se TetraMin®, que deve ser oferecido de 2 em 

2 dias. Pode-se também optar por manter os organismos em laboratório usando água do local até ao início 

da experiência, sendo igualmente arejados e alimentados com TetraMin®, de 2 em 2 dias. 

 

TABELA I: Listagem de materiais, soluções e alimento, e respetivas quantidades, requeridos para cada uma das 3 
fases dos ensaios in situ. As quantidades são apresentadas por local. 

 Preparação Instalação Término 
    

Frascos de plástico de 100 ml (coletor de fluídos biológicos) 5   

Molde em cartão 4 x 3 cm 1   

Retângulos de rede mosquiteira de 5 x 4 cm 10   

Pistola de cola quente e recargas 1   

Placa de poliestireno de 2 x 30 x50 cm 1   

X-ato 1   

Lamparina ou isqueiro 1   

Craveira 1   

Meio APW ou água do local 5 L 1L  

Indivíduos de Physa acuta  20 (+10 extra)  

Abraçadeiras grandes (50 cm)  8  

Gelatina neutra em pó  10 g  

Água quente  200 ml  

Água fria  100 ml  

TetraMin® (tropical fish food flakes) macerado  200 mg  

Cuvetes para gelo  1  

Cabo/corda de nylon para fixar a estrutura à margem  10 m  

Botas de borracha  1 par  

Baldes plásticos com capacidade para 1L  1  

Pinça de pontas grossas  1 1 

Etiquetas de papel vegetal   7 

Caixa plástica    1 

Etanol a 70%   1.5 L 

Caixa de petri   7 

Microscópio   1 

 

TABELA II: Soluções stock que compõem a APW, respetiva fórmula, Chemical Abstract Service (CAS), um número de 

registo único identificador de cada produto químico descrito na literatura, massa e volume de água destilada 
necessária para a preparação de cada solução stock. 

Solução stock Fórmula CAS Massa (g) Água destilada (L) 
     

Cloreto cálcio CaCl2.2H2O 10035-04-8 58,8 1 

Sulfato de magnésio MgSO4. 7H2O 10034-99-8 24,65 1 

Carbonato de sódio NaHCO3 144-55-8 12,95 1 

Cloreto de potássio KCl 7447-40-7 1,15 1 
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FIGURA 3: Câmaras desenvolvidas para ensaios in situ com 
Physa acuta. Salienta-se o pormenor das duas aberturas 
laterais em rede mosquiteira, permitindo a passagem da 
água e a placa de poliestireno usada para garantir a 
flutuabilidade das câmaras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2. Definição do procedimento experimental 

O desenho experimental é determinado com base nas questões científicas definidas em cada estudo. Entre 

as demais características, o desenho experimental deve ser robusto, permitindo uma análise sólida dos 

dados obtidos. Sugere-se um mínimo de 5 réplicas por local, com 4 organismos por réplica. Igualmente, o 

número de locais no sistema aquático em estudo para implementação dos ensaios deve ter em atenção a 

localização das fontes de contaminação e, deste modo, devem ser selecionados locais sob a influência 

direta da fonte, assim como locais a jusante e a montante, estabelecendo-se um gradiente de exposição. É 

também necessário considerar que, caso se opte por realizar análises complementares, como por exemplo 

análises de biomarcadores de atividade enzimática, será necessário um maior número de organismos de 

acordo com a biomassa requerida. 

1.3. Construção das câmaras 

A Figura 3 ilustra as câmaras específicas 

desenvolvidas para albergar P. acuta durante o 

ensaio in situ. A sua idealização e construção 

teve em atenção a flutuabilidade necessária para 

a sobrevivência desta espécie pulmonada, 

garantida através de uma placa de poliestireno e 

a necessidade de circulação de água, 

proporcionada pela presença de duas aberturas 

laterais em rede mosquiteira. Na sua construção 

optou-se por materiais simples (Tabela I) e de 

fácil aquisição, permitindo a sua fácil e rápida 

replicação. A figura 4 esquematiza a preparação 

das câmaras. 

 

 

 

FIGURA 2: Procedimento de preparação do meio de cultura APW. 

 

1 

Adicionar 5ml de 

cada solução pela 

ordem apresenta-

da na tabela, a um 

frasco de 1L. (nota: 

a ordem apresen-

tada na tabela 

evita a precipitação 

dos reagentes 

 

Homogeneizar 

a solução 

 

Confirmar o oxigénio 

dissolvido e o pH 

antes de usar. Arejar 

a solução caso a 

concentração de 

oxigénio dissolvido 

seja inferior ao valor 

de saturação do ar 

 

O pH deverá ser de 

7,9 ±0.3. Se 

necessário, ajustar 

com NaOH ou HCl 

concentrados 

 

As soluções 

stock são seladas 

e armazenadas a 

temperatura 

constante de15ºC 

por um período 

máximo de 12 

meses. 

 

4 5 2 3 
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Placa Flutuante 

Dispor as câmaras na 

placa de poliestireno e 

marcar os contornos 

circulares das bases das 

câmaras. 

Construção 

Marcar as janelas 

laterais com o molde de 

cartão em dois lados 

opostos da câmara, 

deixando 1cm de 

margem da base. 

 
Recortar as janelas com 

um X-ato (aquecer, caso 

seja necessário). 

Colar com cola-quente 

os retângulos de rede 

mosquiteira na margem 

das “janelas” abertas. 

 

Câmaras 

Com o X-ato recortar os 

círculos desenhados, 

mas tendo o cuidado de 

garantir o encaixe do 

frasco com pressão.  

Identificar os frascos, tampas e placa com código do local e nº. da réplica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4. Preparação do alimento 

Com o objetivo de tornar o alimento de P. acuta mais resistente à dissolução na água (em campo, verifica-

se uma maior turbulência e corrente), recomenda-se a incorporação do alimento TetraMin® macerado em 

gelatina (Figura 5). Esta mistura tem uma durabilidade de pelo menos 4 dias, sendo aconselhado reforçar a 

dose ao final do quarto dia de ensaios. A dose recomendada por câmara/conjunto de quatro indivíduos é de 

¼ de cubo de gelatina, correspondendo a aproximadamente 50 g. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4: Procedimentos de construção das câmaras e estrutura flutuante para 
implementação dos ensaios in situ em meio aquático. 

FIGURA 5: Procedimento de preparação do alimento a administrar durante o ensaio in situ. 

 

1 

Colocar 10 g de 

gelatina neutra em 

pó + 200 mL de 

água quente 

 

Dissolver e 

adicionar 100 

mL de água 

fria 

 

Colocar uma fina 

camada deste 

preparado e levar ao 

frigorífico por 30 min. 

 

Retirar cuvete do 

frigorífico. Macerar 

200 mg de TetraMin® 

e colocar em cima da 

camada de gelatina. 

 

Preencher o restan-

te espaço com nova 

camada de gelatina. 

Utilizar no período 

máximo de 24 h 

após a confeção 

 

4 5 2 3 
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FIGURA 7: A e B - Placa de poliestireno com as câmaras de ensaio; C- Estrutura instalada no rio e presa à margem 

com cabo de nylon. 

 

 

 

2. Preparação da instalação, instalação no campo e término do ensaio 

Assim que se prevejam condições ideais para o início dos ensaios in situ é necessário calibrar os 

organismos e colocá-los em recipientes adequados para o seu transporte até ao local dos ensaios (FIGURA 

6). No dia do ensaio, transferem-se os organismos para as respetivas câmaras (que já estarão inseridas na 

placa de polietilestireno). Fecham-se as câmaras com as tampas e abraça-se a placa ao fio preso à margem 

do rio, que impede que o ensaio seja levado pela corrente mesmo num aumento súbito do caudal (FIGURA 

7 E 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 

Inserir a placa de 

poliestireno com 

as câmaras num 

tabuleiro com 

água do local 

(Figura 7 A) 

 

Colocar 4 

indivíduos por 

câmara e 50 g de 

gelatina com 

TretraMin®. 

Fechar as tampas 

(Figura 7 A e B) 

 

A cerca de 5 cm da 

extremidade da 

placa, fazer um 

orifício para colocar 

uma abraçadeira. 

 

Prender o cabo de 

nylon na abraçadeira 

e a outra extremidade 

na margem do rio (a 

uma árvore p.ex.) 

(Figura 7 C). 

 

Quatro dias após o 

início dos ensaios, 

reforçar o alimento, 

colocando mais 50 g 

de gelatina com 

TetraMin® por 

câmara. 

 

4 5 2 3 

FIGURA 8: Procedimento de instalação dos ensaios em campo. 
 

FIGURA 6: Procedimento a adotar no dia ou dias anteriores à instalação do ensaio em campo. 

 

1 

Com uma craveira, separar 20 

organismos (+10 extra) com compri-

mento de concha entre 9 e 10 mm. 

 

Colocar os indivíduos num balde com capacidade de 1 L, com 0,5 L de 

APW e sob arejamento. Caso os organismos provenham do campo 

(não de cultura), encher o balde com 0,5 L de água do local de origem. 

 

2 
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3. Término dos Testes 

No último dia do ensaio, a placa de esferovite é removida do meio aquático e os organismos são retirados 

das respetivas câmaras. Contabiliza-se o número de indivíduos vivos, de massas de ovos e descartam-se e 

contabilizam-se os indivíduos mortos. Colocam-se os indivíduos vivos em água do local caso se opte por 

realizar ensaio de biomarcadores com os mesmos. Estas etapas encontram-se sumariadas na Figura 8. No 

prazo máximo de 24 h após o fim do ensaio identificam-se ao microscópio as fases embrionárias, que se 

encontram ilustradas na Figura 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Término 

 

Ao microscópio, contabilizar o número 

de ovos em cada massa e identificar 

os diferentes estádios de desenvol-

vimento de acordo com De Castro-

Català et al. (2013) e Musee et al. 

(2010) (Figura 10). 

Em laboratório 

Usar os organismos vivos para 

medições de atividade enzimática 

(opcional) 

Após 8 dias de exposição retirar a placa 

com as câmaras e coloca-la num tabuleiro 

com água do local. 

 

Contabilizar o número de indivíduos vivos e 

conservá-los em frascos de 100mL com 

água desclorinada, para depurarem. 

Em campo 

Contabilizar o número de indivíduos mortos 

e descartá-los. 

Contabilizar o número de massas de ovos 

por câmara. Colocar um retângulo de papel 

vegetal em cada câmara identificando a 

réplica e local.  

 

Remover cuidadosamente as massas 

de ovos das paredes dos frascos de 

teste e coloca-las numa caixa de petri. 

Adicionar água do local ou água 

desclorinada. 

Se o estádio de desenvolvimento 

embrionário for determinado no dia 

seguinte ao término do ensaio, colocar 

água do local na caixa plástica de 

transporte das câmaras, caso contrário, 

adicionar álcool a 70%. 

FIGURA 9: Procedimentos usados para o término do ensaio in situ. 
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CONCLUSÃO 

A utilização da espécie P. acuta revela ter um elevado potencial para uso em avaliações de cariz 

ecotoxicológico in situ. Entre as demais vantagens destacam-se a fácil cultura de P. acuta, as suas 

características intrínsecas, que permitem num curto tempo de exposição a obtenção de parâmetros 

reprodutivos, e a fácil e prática execução das infraestruturas, recorrendo a materiais de simples aquisição. 

Não obstante o fácil desenvolvimento e execução do ensaio, recomenda-se o treino prévio na identificação 

dos vários estádios de desenvolvimento embrionário de P. acuta. 
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