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IV 

Estudo dos efeitos da radiação gama de °̂Co sobre larvas de 
Biomphalaria glabrata (SAY, 1818). 

Ana IVIaria IVIendonça de Albuquerque Melo 

RESUMO 

Biomphalaria glabrata é um bom modelo para o estudo dos efeitos da radiação 

ionizante em sistemas biológicos. Apresenta curto período de reprodução, desovas 

transparentes; é de fácil manutenção em instalações de baixo custo, além de 

apresentar desenvolvimento embrionário completamente estudado. Desovas foram 

obtidas de uma população de B. glabrata mantida em laboratório, em aquários com 

água filtrada e alimentados com alface fresca. Larvas nos estádios de trocofora 

jovem, trocofora, véliger jovem e véliger foram irradiadas com 20, 25, 30 e 35 Gy de 

radiação gama de ^°Co (311 Gy/h). A radiossensibilidade foi avaliada pelos 

parâmetros mortalidade, malformação e eclosão. Os estádios de trocofora jovem e 

trocofora foram os mais radiossensíveis quanto à mortalidade e malformações, 

respectivamente. As larvas irradiadas no estádio de véliger jovem apresentaram 

maior freqüência de não eclosão (lan/as aparentemente normais); o estádio de 

véliger foi o mais radiorresistente para todos os parâmetros. As larvas nos estádios 

de trocofora e véliger jovem que não eclodiram foram analisadas quanto ao 

mecanismo de bloqueio da eclosão induzido pela radiação ionizante, por meio da 

análise da rádula em microscopia eletrônica de varredura, proteínas totais, enzimas 

(proteinases) e DNA genomico por eletroforese. Alterações morfológicas foram 

observadas nas rádulas. Não foram visualizadas modificações significantes no perfil 

eletroforético das proteínas totais. A quantidade de proteinase e o dano ao DNA 

aumentou com o aumento da dose de radiação. As modificações morfológicas da 

rádula induzidas pela radiação pode ser a causa da inibição da eclosão das larvas de 

B. glabrata. O aumento da atividade da proteinases pode estar envolvidos na 

eliminação de células danificadas pela ação da radiação. O dano ao DNA genomico 

de larvas irradiadas foi dose-dependente. 



Effects of °̂Co gamma radiation on Biomphalaria glabrata 
(SAY, 1818) larvae 

ABSTRACT 

Ana Maria Mendonça de Albuquerque Melo 

Biomphalaria glabrata is a suitable system for radiosensibility testing. It is easily 

reared and handled with low costs. Its fully known and rapid embryonic development 

allows the use of these stages as more sensitive bioindicators. Moreover, their flat 

and transparent egg capsules are easy to control. Egg masses were obtained from a 

laboratory 6. glabrata population which was kept in plastic containers with filtered 

water and fed with fresh lettuce leaves. Larvae in the early trocophore, trocophore, 

early veliger and veliger were submitted to gamma radiation doses of 20, 25, 30 and 

35 Gy (311 Gy/h). Radiosensibility was evaluated by mortality, malformation and 

hatching. Early trocophore and trocophore were the most sensitive stages in relation 

to mortality and malformation respectively. Irradiated larvae in the early veliger stage 

showed the highest frequency of unhatched apparently normal larvae. Veliger stage 

was the most resistant for all parameters. Unhatched larvae irradiated in the 

trocophore and early veliger stages were analyzed in relation to the blockage of the 

hatching mechanism induced by ionizing radiation under scanning electron 

microscope and by eletrophoresis for total proteins, enzymes (proteinases) and 

genomic DNA. Radula showed morphological alterations. Proteins did not showed any 

change. Morphological modifications in the radula induced by ionizing radiation can be 

the cause of inhibition of hatching. The increase on proteinase activity of irradiated 

larvae can be involved in the elimination of damaged cells produced by radiation 

action. The DNA damage was dose-dependent. 
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1 - INTRODUÇÃO 

Os organismos vivos estão expostos à ação das radiações, sejam 

provenientes de fontes naturais ou artificiais; porém são desprovidos de sensores 

especializados na detecção da grande maioria dessas energias. 

Os efeitos da radiação sobre os seres vivos depende da interação com a 

matéria viva, da intensidade, distribuição e absorção da energia, bem como do 

tempo de exposição. A cadeia de eventos físico-químicos ocorre em frações de 

segundos, porém os danos biológicos poderão ser notados em poucos minutos, 

horas, meses ou até mesmo anos. A radiação pode induzir modificações 

estruturais das moléculas dos seres vivos. Estas modificações, por sua vez, 

podem se traduzir em morte, mutações ou malformações identificáveis por 

diferentes metodologias (BUTLER et al.1984). 

A sensibilidade à radiação varia entre diferentes organismos, tecidos, 

células, e estádios do desenvolvimento embrionário (TUBIANA & BERTIN, 1989). 

Em face desse potencial, podemos dispor de modelos biológicos adequados que 

funcionem como biossensores no monitoramento da radiação ambiental. 

Moluscos, peixes e anfíbios nos primeiros estádios do desenvolvimento 

embrionário são sensíveis à radiação ionizante, e as modificações radioinduzidas 

podem ser facilmente detectadas ( WOLSKY, 1982). Em função do seu "habitat" 

esses animais são de grande valia na monitoração dos níveis de radiação em 

grandes reservatórios aquáticos. Níveis de radioatividade desses ambientes 

podem ser monitorados por biossensores adequados. Moluscos do gênero 

Biomphalaria habitam e se desenvolvem com intensidade em diversas regiões do 

país. Reproduzindo-se por autofecundação ou fecundação cruzada, estes 

moluscos de água doce também se proliferam intensamente em condições 

laboratoriais. 



Além de ser um dos principais hospedeiros intermediários da 

esquistossomose mansônica, doença endêmica que afeta cerca de 200 milhões 

de pessoas no mundo (Word Health Organization, 1985), o uso destes animais é 

particularmente atraente pela facilidade na manutenção em instalações de baixo 

custo, apresentando o seu desenvolvimento embrionário amplamente estudado 

(CAMEY & VERDONK, 1970). 

1.1 - Aspectos da biologia de Biomphalaria glabrata 

Biomphalaria glabrata apresenta uma concha espiralada, cuja função é 

proteger as partes moles do molusco, formada por numerosos órgãos. O corpo, 

por sua vez, é constituído pela cabeça com tentáculos finos, olhos, boca, sola 

plantar ou pé revestida por cílios que auxiliam no movimento do moluscos e pela 

massa viseral, constituída pelos sistemas respiratório, circulatório, excretor, 

digestivo, nervoso e reprodutor. A reprodução é realizada por autofecundação e 

preferencialmente por fecundação cruzada (PARAENSE & DESLANDES 1955; 

PARAENSE, 1955), com produção de uma placa de desova contendo dezenas de 

ovos. Os ovos fertilizados são envolvidos por uma substância perivitelínica, rica 

em proteínas, lipídios e glicogênio, cercada por uma membrana (COLLIER, 1997). 

Esses ovos são agrupados dentro de uma massa gelatinosa que possui a função 

de proteger o desenvolvimento embrionário de condições adversas do meio 

ambiente (REY, 1972). 

As desovas são depositadas em substratos firmes como galhos de árvores, 

folhas, raízes de plantas aquáticas, pedras e conchas de outros planorbideos. As 

massas gelatinosas externas das desovas vão se enrijecendo em contato com a 

água, apresentando aspecto elíptico transparente, firme e flexível podendo ser 

destacadas da superfície do substrato (PARAENSE, 1970). Estas características 

facilita o estudo da embriologia, bem como da ação de agentes físicos ou 

químicos sobre o desenvolvimento embrionário de 8. glabrata. À temperatura de 

25 °C, o período do desenvolvimento deste molusco é de aproximadamente seis a 

nove dias (PARAENSE, 1970; REY, 1972; KAWANO et. al 1992) passando por 

estádios embrionários e larvais, eclodindo completamente formados. 



Apesar de extensos estudos sobre a biologia desses moluscos, o mecanis­

mo de eclosão necessita de maiores esclarecimentos. REY{1956) sugere que a 

eclosão ocorre devido aos movimentos da larva dentro da membrana previtelínica 

e da ação raspadora da rádula sobre a mesma. A rádula, por sua vez, é uma 

estrutura pertencente ao sistema digestivo de B. glabrata , e possui a função de 

raspar os alimentos necessários à sobrevivência do molusco. Localiza-se no 

interior da massa bucal sobre uma estrutura cartilaginosa denominada odontóforo. 

A superfície dorsal da rádula é constituída de pequenos dentes em forma de 

gancho com as pontas voltadas para trás (PESSOA & MARTINS, 1977). A rádula 

é uma fita quitinosa de aspecto vítreo, secretada continuamente pelo epitelio da 

matriz radular; normalmente apresenta perfeita simetria bilateral e cada fileira 

transversal apresenta um dente central, bicúspide, ladeado por dentes laterais, 

intermediários e marginais. As três cúspides que caracterizam os dentes laterais, 

são denominadas de endocone a interna, mesocone a central e ectocone a 

externa. Os dentes intennediários apresentam a endocone subdividida em 

cúspides menores. Os dentes marginais apresentam-se bem serrilhados devido ás 

subdivisões da endocone e ectocone. A forma dos dentes tem um importante valor 

taxonómico, principalmente na diferenciação dos gêneros (PARAENSE, 1970). 

A rádula movimenta-se para diante e para baixo, e para cima e para trás 

devido à atuação alternada dos músculos protetores e retratores, que fazem com 

que os alimentos sejam ralados e ao mesmo tempo arrastados em direção ao 

esófago. À medida que os dentes anteriores vão se desgastando, na matriz 

radular vão sendo produzidos novos dentes para substituí-los (REY, 1972). 

Outra suposição sobre o mecanismo de eclosão de planorbideos é 

apresentada por BRAHMACHARY (1983), que sugere a existência de uma enzima 

com função de liquefazer a membrana do ovo, assim como ocorre com peixes e 

helmintos. 

Diante da importância médico sanitária, estes planorbideos foram 

estudados sob diferentes aspectos: citogenético (OKAZAKI,1988), epidemiológico 

(PARAENSE & DESLANDES, 1955 e PARAENSE, 1986) e reprodutivo 

(ROZEMBERG,1989; MOTTA & MELO, 1997 b). 

BANDONI et al. (1995) estudaram as diferenças genéticas de 11 espécies 

de Biomphalaria originárias da África e Regiões Neotropicais, por meio de 



análises eletroforéticas de sistemas enzimáticos, objetivando padronizar a 

classificação taxonômica deste gênero. Verificaram uma clara separação entre as 

espécies africanas e neotropicais. 

Estudos realizados por JELNES (1982), IWANAGA (1992) e MASCARA & 

MORGANTE (1995) desvendaram a constituição proteica de adultos de B. 

glabrata, com o intuito de definir as estruturas moleculares existentes nestes 

moluscos, auxiliando na sua classificação taxonômica e no entendimento da 

relação parasita-hospedeiro. 

HANELT et al. (1997) usando a técnica de reação em cadeia polimerase 

(PCR) verificaram que caramujos são detectáveis quanto a presença de 

esporocistos, 24 horas após a exposição ao S. mansoni. Auxiliando na 

determinação da susceptibilidade ou resistência do caramujo à infecção. 

Agentes químicos ou físicos podem alterar o funcionamento biológico dos 

moluscos e algumas dessas alterações podem ser facilmente detectadas, 

tornando-os interessantes como bioindicadores ambientais. RICCARDI & RAVERA 

(1989) verificaram que espécies de Unionidae (Mollusca, Lamellibranchia) podem 

ser utilizadas como indicadores de contaminação por radiocésio e manganês em 

ecossistemas de água doce. 

Dos agentes físicos, o estudo dos efeitos das radiações ionizantes sobre 

moluscos têm recebido especial ênfase, pois através de seus efeitos pode-se 

avaliar a ação da radiação nos sistemas biológicos (FARVAR & CEMBER,1969; 

MOTTA & MELO, 1997 b). 

1.2 - Aspectos gerais da ação da radiação ionizante em 

sistemas biológicos 

As radiações são ionizantes quando a sua energia é capaz de provocar a 

ionização de átomos do meio ambiente. Existem dois tipos de radiação ionizante: 

as radiações não carregadas, eletromagnéticas (Raios y (gama) e X ) e as 

corpusculares (a , p"̂ , P). As radiações podem ser naturais, como as emitidas 

pelos corpos radioativos naturais do ambiente terrestre ou provenientes do espaço 

interestelar (raios cósmicos); e artificiais, quando emitidas por geradores de 

radiação ou pelos corpos radioativos artificiais, fabricados pelo homem (TUBIANA 

& BERTIN, 1989). 



A ação da radiação sobre os seres vivos ocorre em parte pela ação direta, 

onde a energia é transferida diretamente à molécula alvo, causando sua ionização 

ou excitação; ou em sua grande maioria, pela ação indireta, que consiste na 

interação da radiação com moléculas do meio, principalmente a água, constituinte 

mais abundante dos sistemas biológicos. Essa forma de interação promove a 

formação de compostos altamente reativas que interagem com as moléculas 

orgânicas (BUTLER et al. 1984). 

Sabe-se que o primeiro fenômeno que ocorre na interação da radiação com 

o ser vivo é físico e consiste na ionização e excitação dos átomos, resultante da 

troca de energia entre a radiação e a matéria. Este fenômeno se processa num 

intervalo de tempo muito curto, da ordem de 10"̂ "* de segundos. Seguindo este 

fenômeno, inicia-se o efeito físico-químico, onde ocorre quebra das ligações SH, 

CH, NH, OH, transferência de íons , radiólise da água com formação de radicais 

livres, emissão de luz das moléculas excitadas e formação de H2O2. Este 

fenômeno ocorre num intervalo de tempo que varia entre lO'̂ "* a 10'̂ ^ segundos. 

Na seqüência, iniciam-se os danos químicos que consistem na reação dos radicais 

livres com as biomoléculas ocorrendo quebra das ligações C-C e C-N com 

surgimento de radicais secundários, começando o dano ao DNA e ao RNA num 

lapso de tempo de 10'̂ ^ a 10"'̂  segundos. O fenômeno químico biológico tem lugar 

a seguir, com a duração de 10"̂  a 10 segundos, onde se verifica a ação dos 

radicais secundários, peróxidos orgânicos, hidroperóxido, e H2O2. Reações 

bioquímicas são interrompidas e mecanismos de reparo do DNA são ativados. 

Finalmente, temos o efeito biológico, que pode ser imediato ou tardio, o primeiro 

ocorrendo entre 10 segundos a 10 horas e o segundo refletindo-se ao longo dos 

anos ou de gerações (McNALLY, 1982). 

No entanto, a natureza dos efeitos da radiação ionizante ao penetrar na 

matéria depende de algumas variáveis significativas como: tipo de radiação, ou 

seja, a densidade de íons produzidos ao longo do percurso de uma radiação 

ionizante é influenciada pela sua velocidade e massa. Quanto mais lenta, maior 

será o número de íons produzidos por milímetro do percurso. Um outro aspecto 

observado é a quantidade de energia liberada no percurso da radiação (LET= 

transferência linear de energia): o dano biológico é maior e a recuperação pós-

irradiação é mais lenta, para radiações de alta-LET, do que para as de baixa LET. 

Uma outra variável é a dose aplicada: de modo geral o dano biológico produzido 



por radiação ionizante aumenta com o aumento da dose, ou seja, com a 

quantidade da energia de radiação absorvida. A dose absorvida mede a 

quantidade de energia dada por unidade de massa do material irradiado. A 

unidade antiga de dose absorvida era o rad (dose absorvida de radiação) que foi 

substituída pelo Gray (Gy), que equivale a um joule por quilograma de massa. 

1 Gy= 100 rad = 1 J. Kg"* 

Modificadores das respostas biológicas às radiações ionizantes devem ser 

incluídos na lista de variáveis que governam a natureza do dano da radiação. 

Tanto os sensibilizadores (oxigênio), quanto os protetores (tióis) podem estar 

presentes e os efeitos desses modificadores podem ser determinados, entre 

outras variáveis, por suas concentrações e eficácias relativas (BARISH, 1982). 

Analisando os aspectos de interação da radiação com a matéria, os 

moluscos podem servir como um sistema de estudos das radiações ionizantes, por 

meio da análise das alterações biológicas ocorridas. A radiossensibilidade em 

moluscos pode ser observada por meio de parâmetros tais como mortalidade, 

malformações e eclosão. 

» Mortalidade - o critério prático utilizado para avaliar a letalidade de uma 

população exposta a radiação ionizante é a D L 5 0 , ou seja, a dose de radiação 

capaz de matar 50% da população irradiada. 

• Malformações - As radiações ionizantes são indutoras de malformações em 

organismos vivos. Sabe-se que, durante a embriogênese, pode ocorrer uma 

série de eventos anormais resultando no desvio do desenvolvimento normal 

dos embriões (WOLSKY, 1982). Os moluscos de modo geral, apresentam 

diferentes regiões do ovo já pré-destinadas á formação dos futuros órgãos logo 

após a fertilização, antes da primeira clivagem; por esta razão são bastante 

utilizados em experimentos com agentes físicos e químicos. As principais 

malformações observadas em moluscos, segundo critérios de 

GEILENKIRCHEN (1961) e KAWANO et al. (1993) são: 

=> Exogástrula - os embriões apresentam aspecto vesicular sem a 

invaginação dos endômeros durante a gastrulação. Embriões com este 

tipo de anormalidade morrem usualmente em poucos dias. 



Malformações na concha - alteração na forma e tamanho da concha. 

=> Malformação cefálica - as principais malformações de cabeça são: 

monoftalmia, ausência de um dos olhos; microftalmia- olhos pequenos; 

sinoftalmia- convergência dos olhos na região mediana da cabeça; 

trioftalmia - um olho extra na região mediana; ciclopia - um único olho 

central; anoftalmia- ausência completa dos olhos; duplicação sinistra ou 

destra do olho. 

=í> Eversão do estomodeu - malformação da região bucal e da faringe. 

=> Malformação inespecífica- embriões que apresentam desenvolvimento 

anormal, porém não pertencem às classes de malformações acima 

citadas. 

• Eclosão - embriões de moluscos irradiados apresentam inibição parcial ou total 

da eclosão, dependendo da dose aplicada e da idade dos embriões 

(PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ & BERRY, 1964; PERLOWAGORA-

SZUMLEWICZ, 1966). 

Espécimes de Biomphalaria adultos pós-irradlados podem apresentar 

atraso e diminuição na oviposição, bem como inibição da eclosão, dependendo da 

dose de radiação aplicada (MELO, 1994). 

A radiação ionizante e outros clastógenos podem causar dano ao DNA e 

por conseguinte induzir aberrações cromossômicas, morte celular e câncer. Os 

resíduos das cadeias duplas de DNA são utilizados como biossensores da ação 

da radiação em células de mamíferos. Técnicas de eletroforese têm sido 

desenvolvidas e aplicadas com o intuito de identificar o dano ao DNA causado 

pela ação da radiação ionizante (AGER et al., 1990; FORAY & MALAISE, 1995; 

ZHOU et al.,1997). Na literatura não foi encontrado nenhum dado sobre 

eletroforese de DNA de larvas de B. glabrata submetidas à radiação ionizante. 

Outros aspectos da ação da radiação sobre moluscos foram analisados. 

Um dos primeiros trabalhos sobre a ação da radiação em Biomphalaria glabrata 

foi desenvolvido por PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ & BERRY(1964) com a 

finalidade de combater o hospedeiro intermediário do Schistosoma mansoni. Estes 

estudos com populações de Biomphalaria glabrata, demonstraram que após a 

exposição aos raios X, a dose que mata 50% dos moluscos em 30 dias (DL50 (30)) 

foi diretamente proporcional à idade dos moluscos . Outros estudos demonstraram 



que os efeitos dos raios X sobre os ovos de Biomphalaria glabrata impediram o 

desenvolvimento normal dos embriões, sendo a radiossensibilidade máxima nos 

estádios de mórula, blástula e gástrula. Os raios X também retardaram o 

crescimento e interfeririam na atividade reprodutora, de uma forma dose-

dependente. 

PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ (1966) irradiando ovos de B. glabrata 

com doses de 2000 a 4000 R de raios X, observou que caramujos nascidos de 

ovos irradiados apresentaram potencial reprodutivo muito reduzido na idade de 5 e 

11 meses, desaparecendo por completo no 14° mês de idade. Com esta série de 

trabalhos, a autora demonstrou que a radiação diminui o potencial reprodutivo dos 

moluscos por um determinado tempo, mas não impede o restabelecimento da 

população em gerações subseqüentes. 

LIARD et al. (1968) irradiando grupos de 6. glabrata com raios gama de 

^°Co, com doses de 40, 80, 160, 320 e 640 Gy, observaram que, após a exposição 

à radiação de 40 Gy, os moluscos permaneceram com sua capacidade 

reprodutora. No entanto, o grupo que fora exposto à irradiação de 80 Gy, 

apresentou um retardo no desenvolvimento e uma baixa taxa de eclosão dos 

embriões. Os caramujos irradiados com 320 e 640 Gy morreram após 60 dias. 

FARVAR & CEMBER (1969) utilizaram 100 espécimes de B. glabrata de 

diâmetros semelhantes com idades entre 3 a 5 meses. Os caramujos foram 

irradiados com 750, 1000, 1500, 2000 e 2500 Gy, e observados quanto a 

mortalidade. Verificaram que doses de 1500 a 2500 Gy, eram capazes de destruir 

completamente todos os indivíduos da amostra. 

FRANTSEVICH et al. (1995) utilizaram uma grande variedade de moluscos 

de água doce {Lymnaea stagnalis, L fragilis, Helix e outros) como bioindicadores 

de poluição por radionuclídeos após o acidente da usina nuclear de Chernobyl. Os 

autores demonstraram que a dosimetria realizada nas conchas desses moluscos 

foi um método eficiente e rápido para detectar poluição ambiental causada por 

^°Sr. 

MÜNZINGER (1987), comparando adultos e quatro estádios embrionários 

de B. glabrata expostos ao sulfato de cobre, enumerou algumas vantagens do uso 

dos embhões como bioindicadores. Estes são mais sensíveis, fisiologicamente 

homogêneos, não necessitam de alimentação e ocupam espaço reduzido. As 



desovas são colocadas em cápsulas gelatinosas transparentes, em uma única 

camada. Isto permite a observação dos individuos durante todo o 

desenvolvimento embrionário; os estádios bem definidos e facilmente 

reconhecíveis, mostrando claramente efeitos tóxicos e garantindo a reprodução 

dos resultados. Além disso, um grande número de ovos pode ser examinado, o 

que permite uma melhor análise estatística. 
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2 - OBJETIVOS 

2.1 - GERAL 

• Avaliar os efeitos da radiação gama de ®°Co sobre larvas de 

Biomphalaría glabrata. 

2.2 - ESPECÍFICOS 

• Analisar a radiossensibilidade de larvas nos estádios de trocofora 

jovem, trocofora, véliger jovem e véliger submetidos ás doses de 20, 

25, 30 e 35 Gy de radiação gama de ®°Co, por meio dos seguintes 

parâmetros: mortalidade, malformação e eclosão. 

• Investigar o mecanismo de bloqueio da eclosão induzido pela 

radiação ionizante, estudando alterações estruturais da rádula ; 

• Detectar alterações no perfil proteico e nas enzimas proteóliticas das 

larvas irradiadas, por meio de eletroforese. 

• Avaliar a ação da radiação sobre o DNA genomico das larvas 

irradiadas e não irradiadas; 

• Interligar estes parâmetros, visando utilizar este modelo experimental 

como bioindicador de radiação. 
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3 - METODOLOGIA 

3.1 - Criação dos moluscos 

Biomphalaria glabrata (SAY, 1818) - melânicos (Figura 1), originários de 

Barreiro, Belo Horizonte- MG, Brasil (latidude 19° 55'15" / longitude 43° 56'16"), 

obtidas por intermédio do laboratório de Biologia Celular do Instituto Butantan 

(São Paulo), foram mantidos em cubas de plástico de 25cm X 55cm X 17cm, com 

água declorada, continuamente aerada, alimentados com folhas de alface fresca 

{Lactuca sativa crispa). Os moluscos foram mantidos à temperatura de 25 ± 2 °C 

com pH da água em torno de 7,0, seguindo a técnica de ANDRADE (1954); 

BRUMPT (1941); ROZEMBERG (1989). 

Figura 1- Molusco da espécie Biomphalaria glabrata (SAY,1818). 
Aumento de 2,5 X . 

3.2 - Coleta das desovas 

Foram colocadas tiras de plástico polietileno (21 cm X 5cm) na superfície 

da água do aquário onde os moluscos depositaram suas desovas (Figura 2). Para 

a identificação dos estádios larvais, foram utilizados os critérios adotados por 

KAWANO et al. (1992), nos quais as idades dos embriões foram 
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determinadas escolhendo-se a primeira clivagem do ovo como o estádio inicial 

(estádio 1). Devido à assincronia da divisão dos ovos na mesma desova, foi 

considerado o tempo zero, o momento em que 50 % dos ovos da mesma desova 

atingem o estádio 1. 

Figura 2- Desova de B. glabrata contendo vários ovos envoltos por 
uma cápsula gelatinosa. Aumento 92 X. 

3.3 - Estádios larvais utilizados 

Foram utilizadas larvas nos estádios de trocofora jovem, trocofora, véliger 

jovem e véliger (Figura 3, Tabela I). O estádio de trocofora jovem ocorreu 

aproximadamente 40 a 65 horas após a primeira clivagem, caracterizando-se por 

apresentar células ciliadas do prototroco e os primeiros movimentos larvais 

(Figura 3.1). Larvas no estádio de trocofora (65 a 80 horas após a primeira 

clivagem) apresentavam-se mais alongadas, assemelhando-se a um rim ( Figura 

3.2). Nesta fase, as células responsáveis pela formação da cabeça e pé foram 

vistas na região anterior, e na região dorsal visualizou-se a glándula da concha. O 

intervalo de tempo entre 80 a 100 horas após a primeira clivagem correspondeu 

ao estádio de véliger jovem. Neste estádio a concha e o pé apresentaram-se mais 

desenvolvidos (Figura 3.3). O estádio de véliger ocorreu aproximadamente 120 

horas após a primeira clivagem do ovo. Neste estádio os olhos, a boca, o pé e a 

concha foram bem visualizados (Figura 3.4). O estádio de Hipo (144 horas após a 

phmeira clivagem) caracterizou-se por apresentar olhos, tentáculos e pés bem 

desenvolvidos (Figura 3.5). Todas as características acima descritas seguiram os 

critérios estabelecidos por KAWANO et al. (1992). 
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TABELA I - Estádios do desenvolvimento larval de B. glabrata . (KAWANO et al) 

Estádio de desenvolvimento Tempo (horas) após a Figuras 

primeira clivagem 

Trocofora jovem 43 3(1) 

Trocofora 66 3(2) 

Véliger jovem 96 3(3) 

Véliger 120 3(4) 

Estádio de Hipo 144 3(5)* 

*o estádio de hipo foi utilizado nos experimentos de eletroforese e análise da rádula 
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Figura 3- Principais estádios do desenvolvimento embrionário de Biomphalaria glabrata. (Foto 

gentilmente cedida por KAWANO et al., 1992). 

1. Trocofora jovem, 55 horas após a 1* clivagem. 

2. Trocofora, 66 horas após a T clivagem 

3. Véliger jovem, 96 horas após a T clivagem. 

4. Véliger, 120 horas após a 1" clivagem. 

5. Estádio de Hipo, 144 horas após a 1* clivagem 

E = olhos; F = pé; H = cabeça; M = boca; S = concha; Pr. = prototroco 



15 

3.4 - Condições de irradiação 

As larvas nos estádios de trocofora jovem, trocofora, véliger jovem e véliger 

foram submetidas ás doses de 20, 25, 30 e 35 Gy de radiação gama, com taxa de 

dose em torno de 311 Gy/h, em irradiador de ^°Co do tipo panorâmico da 

Yoshizawa Kiko Company - LTD, do Instituto de Pesquisas Energéticas Nucleares 

(IPEN/CNEN-SP). As doses foram selecionadas com base em experimentos 

prévios, realizados em nosso laboratório, e dados encontrados na literatura 

(OKAZAKI et al., 1996). As desovas no mesmo estádio larval foram dispostas no 

centro de placas de Petri de vidro (9 cm X 1,5 cm) com um mínimo de água, o 

suficiente para evitar a dessecação. A irradiação procedeu-se na parte frontal da 

fonte a uma distância de 25 cm, sem utilização de barreiras. A dosimetria da fonte 

foi estabelecida pelo método Fricke. Cada lote de larvas no mesmo estádio foi 

irradiado separadamente (Figura 4). Para cada grupo realizaram-se 3 réplicas. 

Em seguida, as larvas foram mantidas em estufa incubadora B.O.D.(Modelo 

347F/FANEM) a 25 ± 1 °C e observadas por oito dias consecutivos com o auxílio 

de microscópio estereoscópico (Olympus - SZH-ILLD), para proceder a análise da 

mortalidade, malformação e eclosão . 

Figura 4 - Larvas de B. glabrata sendo submetidas a irradiação na posição frontal, a 
25 cm de distância da fonte ^°Co do tipo panorâmica. F = fonte de *°Co S= 
suporte de madeira com placa de Petri contendo desovas de B. glabrata. 
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3.5 - Análise da radiossensibilidade 

Para a análise da radiossensibilidade em larvas de B. glabrata foram 

utilizados os seguintes critérios: 

3.5.1 - Larvas mortas 

Foram consideradas mortas, todas as larvas que apresentaram aspecto 

intumescido ou deformado. Neste grupo, foram incluídos os malformados que 

morreram e os demais com aspecto similar (Figura 5). 

Figura 5 - Larvas de B. glabrata no estádio de véliger jovem irradiadas 
com 25 Gy. m = lan/a morta. 

3.5.2 - Larvas malformadas 

Foram assim consideradas todas as larvas sobreviventes a radiação que 

apresentaram malformações visíveis ao microscópio estereoscópico (Figura 6). 

3.5.3 - Larvas Normais 

Nesta categoria foram incluídas todas as larvas sobreviventes à radiação, 

mesmo as de tamanho reduzido ou com atraso no desenvolvimento, desde que 

não apresentasse qualquer malformação visível ao microscópio estereoscópico 

(Figura 6). 
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3.5.4 - Larvas eclodidas 

As larvas que conseguiram sair da cápsula do ovo foram consideradas 

larvas eclodidas. Em média, as larvas não irradiadas de Biomphalaría glabrata 

eclodem entre o sexto e nono dia após a primeira clivagem, á temperatura de 25 

°C (KAWANO et al., 1992). 

Figura 6 - Larvas de 6. glabrata no estádio de véliger jovem irradiadas 
com 25 Gy. M = larva malformada; N = larva aparentemente normal. 

3.6 - Preparação da rádula para análise ao Microscópio 

Eletrônico de Varredura 

As larvas irradiadas nos estádios de trocofora e véliger jovem, foram 

analisadas quanto á morfología da rádula em Microscópio Eletrônico de Varredura 

(Zeiss DMS- 940, do Instituto de Biociências-USP). Esses estádios larvais foram 

selecionados em decorrência das freqüências de larvas aparentemente normais 

que não conseguiram eclodir, após a irradiação. As larvas foram observadas por 

oito dias consecutivos. Após este período, aquelas com aparência normal e que 

não conseguiram eclodir, foram selecionadas e decapsuladas com auxílio de dois 

estiletes de extremidades finas, em recipiente contendo solução de NaCI a 0,2%, 

concentração ideal para conservar o embrião durante todo o periodo de 

decapsulamento. Em seguida a massa bucal da larva foi separada e transferida 

para uma lamínula onde a rádula foi isolada por dissecação, e corada com 

alizarina vermelha (Alizarin Red Standard Fluka for Microscopy) para facilitar sua 
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visualização. Em razão do acúmulo de substância mucosa em tomo da rádula, 

utilizou-se solução de Jiipoclorito de sódio a 50%, pelo tempo necessário para a 

eliminação dessa substância, antes da fixação com etanol absoluto. Todas estas 

etapas foram realizadas sob microscópio estereoscópico no aumento de 40 x. Na 

última etapa, a lamínula foi fixada sobre o cepo (Stub) com auxílio da cola de 

prata; em seguida o cepo foi levado para o evaporador a vácuo da Baizers 

(Sputtering, modelo SCD 050), onde recebeu também um banho de ouro, para 

posterior análise sob Microscópio Eletrônico de Varredura. O registro foi realizado 

em filmes Plus-X-pan da Kodak, asa 125 e as fotos copiadas por ScanJet 6100 C 

da Hewlett Packard. 

3.7 - Eletroforese das proteínas e detecção de atividade da 

proteinase das larvas de B. glabrata 

o perfil eletroforético de proteínas das lan/as de B. glabrata no estádio de 

véliger jovem irradiadas e não irradiadas, que não eclodiram em oito dias de 

observação, foi detemninado por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida em 

presença de SDS (SDS-PAGE). 

3.7.1 - Homogeneização 

As desovas foram lavadas com água deionizada e os ovos imersos em 

solução de NaCI a 0,2%, foram decapsulados com auxílio de dois estiletes. O 

líquido vitelínico e as larvas foram separadas e acondicionadas em tubos de 

microcentrifuge (tipo Eppendorf). Em tubos de microcentrifuge de 1,5 ml, 

contendo 0,4 ml de solução salina a 0,2 %, as lan/as foram maceradas com um 

bastão rígido de polietileno. O material assim preparado foi estocado a 4 °C. 

3.7.2 - Dosagem de proteínas 

A concentração proteica foi estimada pelo método de Bradford, utilizando 

soro albumina bovina como padrão (BRADFORD, 1976). As determinações foram 

realizadas em espectrofotômetro Beckman (DU-640). 
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3.7.3 - Preparação dos géis de poliacrilamida 

Os géis de resolução foram preparados em sistema Mini-Protean da BIO-

RAD, utilizando espaçadores de 0,75 mm. A concentração da acriiamida utilizada 

no gel foi de 12,5 %. O gel de empacotamento foi preparado com 4,5% de 

acriiamida. Para detecção da atividade proteinase em gel de poliacrilamida em 

presença de SDS foi utilizada gelatina copolimerízada incorporada em gel de 

acriiamida a 12,5 % numa concentração final de 500 pg/ml. 

3.7.4 - Preparação das amostras 

Amostras homogeneizadas preparadas com larvas irradiadas, larvas não 

irradiadas e com o líquido perivitelínico foram diluídas na proporção de 1:1 em 

solução tampão segundo LAEMMLI (1970) (60 mM Tris-HCI, pH 6,8; 2% SDS; 25 

% glicerol; 0,1% azul de bromofenol; 14,4 mM de 2-mercaptoetanol). Para a 

eletroforese em presença de SDS, as proteínas misturadas com tampão de 

amostra, foram colocadas em água a 100 °C por 7 minutos. Para a detecção da 

atividade da proteinase, as amostras foram aplicadas diretamente no gel, sem 

prévio aquecimento na proporção de 3:1 em tampão de amostra. 

3.7.5 - Condições de corrida 

Foi utilizado o sistema vertical de eletroforese Miní-protean, acoplado a 

uma fonte Power/Pac 300 da BIO-RAD, com voltagem constante de 150 V, 

contendo 25 mM Tris, 192 mM de glicina e 0,1 % de SDS como tampão de 

corrida. Após a corrida, as proteínas foram fixadas e coradas com azul de 

coomassie (BOLLAG & EDELSTEIN, 1990) ou pelo nitrato de prata (HARLOW & 

LANE, 1988). 

Para detecção de proteinase após a corrida eletroforética a 4 °C, o gel foi 

incubado uma vez por 1 hora à temperatura ambiente, sob agitação constante em 

2,5 % Triton X-100 em 0,1 M de tampão de acetato pH 5,0 e em seguida incubado 

em tampão acetato por aproximadamente 16 horas. Após este período, o gel foi 

corado com azul de coomassie, para que as proteinases fossem visualizadas 

como bandas claras contra o fundo azul. 
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3.8 - Análise do DNA genomico de larvas no estádio de 

véliger jovem de B. glabrata 

Alterações no DNA genomico de lan/as de B. glabrata submetidas a 

radiação ionizante foi realizada por eletroforese em gel de agarose. Para isso as 

larvas no estádio de véliger jovem foram irradiadas com 20 e 25 Gy e analisadas 

por oito dias consecutivos; as não eclodidas foram decapsuladas e preparadas 

para a análise do DNA. As larvas decapsuladas foram colocadas em tampão de 

extração (10 mM de tris Hcl pH 8,0; 0,1 M de EDTA pH 8,0; 0,5% de SDS) e 

aquecidas a 65 °C por 30 minutos. Foi adicionado 20pg/pl de Rnase A e de 

proteinase K, deixando-as agir por 14 horas a 50 °C em suave agitação. Após 

este período foi acrescentado formol-clorofórmio com suave agitação e 

posteriormente centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos a 4 °C em microcentrifuge 

refrigerada (Eppendorf). A fase aquosa foi recolhida com pipeta Pasteur de ponta 

larga e colocada em tubo de microcentrifuge do tipo "Eppendorf', no qual foi 

adicionado acetato de sódio (3M, pH 5,2) e etanol gelado. As amostras foram 

então colocadas em freezer por 15 minutos e posteriormente centrifugadas por 10 

minutos a 5.000 rpm, para separação de DNA. O DNA foi lavado com etanol a 

70% gelado e em seguida seco a vácuo no Speevac (Savant) e ressuspendido 

em tampão de extração. A concentração do DNA foi medida através de leitura 

direta da absorbância a 280 nm em espectrofotômetro (Beckman), para posterior 

aplicação no gel de agarose a 0,8%. A corrida foi realizada em sistema horizontal 

de eletroforese (GIBICO) por 2,5 horas, à temperatura ambiente. Após a comda, o 

gel foi corado com 0,5 ng/ml de brometo de etídio, por aproximadamente 15 

minutos e fotografado sobre um transíluminador com camera e filme tipo 

polaroide. 
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3.9 - Análise estatística 

A DL50 foi estimada após oito dias de observação para cada estádio larval 

considerado. O valor foi obtido com auxílio do Graphpad Prism (versão 2.0) 

através da análise estatística da curva sigmoidal dose-resposta. 

A análise do nível de significância dos parâmetros mortalidade, 

malformação e eclosão foi realizada pelo teste do qui-quadrado (X^) segundo 

BEIGUELMAN (1988). 
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4 - RESULTADOS 

4.1 - Análise da radiossensibilidade de larvas de B. glabrata 

A radiossensibilidade das larvas de B. glabrata foi verificada por meio dos 

parâmetros mortalidade, malformação e eclosão. A Tabela I mostra as porcentagens 

de lan/as de B. glabrata mortas, malformadas, eclodidas e as aparentemente normais 

não eclodidas, irradiadas nos estádios de trocofora jovem, trocofora, véliger jovem e 

véliger, obtidas no oitavo dia após a irradiação. 

TABELA I - Larvas de B. glabrata nos estádios de trocofora jovem, trocofora, véliger jovem e véliger irradiadas 

com 20, 25, 30 e 35 Gy de radiação gama de *°Co e observadas quanto à freqüência de mortas, malformadas, 

eclodidas e não eclodidas no oitavo dia após a irradiação. 

Estádios Dose total de Mortalidade Sobreviventes (%) 
larvais (Gy) larvas (%) Malformados Eclodidos não 

eclodidos 
0 107 0,00 0,00 100,00 0,00 

Trocofora 20 124 55,65 44,35 0,00 0,00 
jovem 25 121 76,03 23,97 0,00 0,00 

30 130 96,90 3,10 0,00 0,00 
35 122 100,00 0,00 0,00 0,00 
0 697 0,43 0,57 91,10 7,89 
20 704 40,48 40,48 0,14 18,90 

Trocofora 25 707 64,21 31,25 0,00 4,52 
30 733 81,44 11,32 0,00 7,23 
35 777 89,83 4,72 0,00 5,92 
0 278 1,08 0,00 97,12 1,80 

Véliger 20 501 1,00 1,60 23,75 73,65 
jovem 25 560 8,04 4,46 0,71 86.79 

30 614 12,38 3,26 0,00 84,36 
35 321 14,64 7,48 0,93 76,95 
0 619 0,00 0,16 98,30 1,45 
20 586 4,61 1,19 58,87 37,37 

Véliger 25 569 6,15 4,75 53,25 35,85 
30 686 2,62 1,31 26,68 69,39 
35 511 0,20 1,96 44,81 53,03 

.nWiSStC N¿áftW¿L DE ÈKER6IA NUCLEAR /SP \m 
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4.1.1 - Mortalidade 

A Figura 7 mostra a mortalidade de larvas de 6. glabrata submetidas a 

radiação gama de ^°Co nos estádios de trocofora jovem, trocofora, véliger jovem e 

véliger. 

« 
•o 
ra 
•o 

1 
o 

• t. jovem 

• trocofora 

• v. jovem 

a véliger 

Dose (Gy) 

Figura 7 - Freqüências de mortalidade encontradas em larvas de B. glabrata irradiadas 

nos estádios de trocofora jovem, trocofora, véliger jovem e véliger com doses de 20, 

25, 30 e 35 Gy de ^^Co, obtidas no oitavo dia após as inadiações,. mantidas a 25 "C. 

No estádio de trocofora jovem, houve um aumento da freqüência de 

mortalidade atingindo 96,9 % para a dose de 30 Gy e 100 % na dose de 35 Gy no 

oitavo dia após a irradiação. 

No estádio de trocofora, ocorreu um aumento da mortalidade com o aumento 

da dose de radiação, chegando a 89,83 % de mortalidade para a dose de 35 Gy. 

A análise estatística mostrou que as taxas de mortalidade dos grupos 

irradiados diferiram significantemente do grupo controle, tanto no estádio de trocofora 

jovem ( i = 110,82, crítico = 13,28 para p = 1%, com 4 graus de liberdade) como 

de trocofora (x̂  = 660,97, x̂  crítico = 13,28 para p = 1%, 4 graus de liberdade). 

Pode-se venficar que as taxas de mortalidade das larvas nos estádios de 

trocofora jovem e trocofora são diretamente proporcionais à dose de radiação. 



24 

As larvas no estádio de véliger jovem apresentaram 8,04; 12,38 e 14,64 % de 

mortalidade com as doses de 25, 30 e 35 Gy, respectivamente. A análise estatística 

mostrou que estas doses diferiram significativamente do grupo controle {-^ = 80,81, 

crítico = 13,28 para p = 1%, 4 graus de liberdade). 

O estádio de véliger apresentou baixas taxas de mortalidade 4,61; 6,15; 2,62; 

e 0,20% para as doses de 20, 25, 30 e 35 Gy. A análise estatística mostrou que as 

doses de 20, 25 e 30 diferiram significantemente entre si (x̂  = 8,96, crítico = 5,99 

para p = 5%, 2 graus de liberdade). 

De modo geral, a mortalidade é inversamente proporcional ao estádio do 

desenvolvimento larval. 

4.1.1.1. - Estimativas da DL50(8dias) 

As estimativas da DL50 no oitavo dia após a ín^adiação para cada estádio larval 

encontram-se na Tabela II. Os valores estimados da DLsoís dias) foram obtidos pelo 

programa GraphPad Prism 2.0. Pode-se verificar que a DLsoís dias) dos estádios de 

trocofora jovem e trocofora são aproximadas, bem como as do estádios de véliger 

jovem e véliger. Observa-se que os estádios mais jovens são mais radiossensíveis 

que os estádios mais desenvolvidos. 

T A B E L A n - Estimativa da DL50 no oitavo dia após a irradiação para os estádios de trocofora 

jovem, trocofora, véliger jovem e véliger de larvas de B. glabrata. Mantidas a 25 °C. 

Estádio larval DL 50(^10 dias) Oy 

Trocofora jovem 20^ 

Trocofora 2 1 ^ 

Véliger jovem 153,6 

Véliger 148,7 
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4.1.2-MALFORMAÇÕES 

A figura 8 mostra as porcentagens de larvas malformadas obtidas no oitavo dia 

de observação em função da dose de radiação. 

• t.jovem 

S trocofora 

• v. jovem 

•véliger 

Figura 8 - Freqüências de malformações encontradas em larvas de B. glabrata irradiadas 

nos estádios de trocofora jovem, trocofora, véliger jovem e véliger com doses de 20, 25, 30 

e 35 Gy de ^°Co, obtidas no oitavo dia após as úradiações. 

Malformações foram obsen/adas desde os primeiros dias após a irradiação, e 

as freqüências dessas malformações aumentaram nos dias posteriores. A maioria 

das larvas malformadas morreu sem conseguir eclodir. Na figura 8, observa-se que a 

freqüência de malformações depende do estádio do desenvolvimento larval e da dose 

de radiação aplicada. 

Os estádios de trocofora jovem e trocofora foram os mais radiossensíveis 

quanto à indução de malformações, apresentando freqüências máximas de 

sobreviventes malformados de 44,35 e 40,48%, respectivamente, com a dose de 20 

Gy. Com o aumento da dose de radiação observa-se um aumento da taxa de 

mortalidade. Todos os sobreviventes das larvas irradiadas no estádio de trocofora 
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jovem estavam malformados. No estádio de trocofora observou-se o surgimento de 

lan/as que não eclodiram mesmo assemelhando-se com o controle. 

A análise estatística mostrou que as freqüências de malformações dos grupos 

irradiados diferem significantemente dos grupos controle, tanto no estádio de 

trocofora jovem ( - 127,61, x crítico = 13,28 para p = 1%, com 4 graus de 

liberdade) como no estádio de trocofora (x^ = 491, -i crítico = 13,28 para p = 1%, 4 

graus de liberdade). 

As taxas de malformações das larvas no estádio de véliger jovem irradiadas 

foram significantemente maiores que as do grupo controle (x^ = 19,44, x^ crítico = 

13,28 para p = 1%, 4 graus de liberdade). Comparando-se as freqüências de 

malformações entre os grupos submetidos às doses de 25 e 30 Gy não se observou 

diferença significante (x^ = 1,43; -i crítico = 3,84 para p = 5% com 1 grau de 

liberdade). 

As freqüências de malformações das larvas no estádio de véliger irradiadas 

foram significantemente maiores que o grupo controle (x^ = 11,15, -i crítico = 9,49 

para p = 5% , 4 graus de liberdade). As larvas irradiadas com 25 Gy mostraram maior 

radiossensibilidade com relação às demais doses ( x^ = 13,35, x^ crítico = 6,64 para 

p = 1% , 1 grau de liberdade). Comparando-se as freqüências de malformações dos 

grupos irradiados com 20, 30 e 35 Gy entre si, não se observou diferença significante 

(X^ = 1,82, x^ crítico = 4,60 para p = 10% , 2 graus de liberdade). 

A análise "in vivo" de desovas irradiadas mostrou que as malformações 

inespecíficas estavam presentes em todos os estádios embrionários e em todas as 

doses analisadas. Outros tipos de malformações encontradas foram: malformação 

cefálica do tipo monoftalmia e duplicação dos olhos, malformação da concha e 

eversão do estomodéo. 



27 

4.1.3-ECLOSÃO 

A figura 9 mostra a ação da radiação sobre a eclosão de B. glabrata nos 

diferentes estádios do desenvolvimento. 

20 25 30 

Dose (Gy) 

• t. jovem 

• trocofora 

• v. jovem 

• véliger 

Figura 9 - Freqüências de eclosões encontradas em larvas de B. glabrata irradiadas nos 

estádios de trocofora jovem, trocofora, véliger jovem e véliger, com doses de 20, 25, 

30 e 35 Gy de '̂ °Co, obtidas no oitavo dia após as irradiações 

Pode-se verificar que as taxas de eclosão do grupo controle variou de 91,1 a 

100 %. Já as larvas irradiadas nos estádios de trocofora jovem e trocofora, nenhuma 

eclosão foi observada. Observa-se que a taxa de eclosão nos estádios de véliger 

jovem e véliger decresceu com o aumento da dose de radiação. As larvas no estádio 

de véliger jovem irradiadas com 20, 25, 30 e 35 Gy apresentaram taxas de eclosão 

de 23,75 / 0.71/ 0.00 e 0,93% respectivamente. As diferenças nas taxas de eclosão 

de larvas irradiadas no estádio de véliger jovem com as doses 25, 30 e 35 Gy, não 

foram altamente significantes (x̂  = 7,33; x̂  crítico = 5,99 para p = 5 % com 2 graus 

de liberdade). 

As larvas irradiadas no estádio de véliger apresentaram as maiores taxas de 

eclosão. Portanto pode-se contatar que a freqüência de eclosão de larvas irradiadas 

com raios y (gama) aumentou com o aumento da idade do embrião. 
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A partir de observações ao microscópio esterioscópico, foi possível verificar a 

ocorrência de lan/as irradiadas que não conseguiram eclodir até o oitavo dia de 

observação, que entretanto, apresentaram aspecto aparentemente normal, 

indistinguível do grupo controle. O grupo irradiado no estádio de véliger jovem 

apresentou a maior freqüência de larvas aparentemente normais, não eclodidas, 

sendo que na dose de 25 Gy obteve-se a taxa mais alta de eclosão (86,79 %). 

4.2 - Análise da rádula 

Alterações morfológicas na rádula foram analisadas ao Microscópio Eletrônico 

de Varredura. A eletromicrografia da rádula inteira de larva não irradiada de B. 

glabrata, mostra que as rádulas dessas larvas são constituídas por nove fileiras de 

dentículos, com perfeita simetria bilateral (Figura 10). 

Figura 10 - Eletromicrografia da rádula de larva de B. glabrata não irradiada. 

As Figuras 11, 12 e 13 mostram eletromicrografias de rádulas de larvas de 8. 

glabrata nos estádios de trocofora e véliger jovem irradiadas (25 Gy) e não irradiadas 

(controle). As eletromicrografias presentes nas figuras 11 e 12, mostram que os 
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As Figuras 11, 12 e 13 mostram eletromicrografias de rádulas de larvas de 8. 

glabrata nos estádios de trocofora e véliger jovem irradiadas (25 Gy) e nao irradiadas 

(controle). As eletromicrografias presentes nas figuras 11 e 12, mostram que os 

dentes radulares das larvas irradiadas nos estádios de trocofora e véliger jovem 

apresentam alterações morfológicas com relação ao grupo controle. Os dentes das 

rádulas de larvas irradiadas apresentaram-se com as cúspides menos pontiagudas e 

os dentes centrais com diminuição de tamanho, quando comparados ao controle. 

Nota-se que as larvas irradiadas no estádio de trocofora apresentam modificações 

estruturais na rádula mais pronunciadas, quando comparadas com a rádula da larva 

irradiada no estádio de véliger jovem. 

As eletromicrografias apresentadas na figura 13, mostram dentes radulares de 

larvas no estádio de véliger jovem irradiadas com a dose de 25 Gy e não irradiadas. 

Notam-se que os dentes das larvas irradiadas que conseguiram eclodir (figura 13 0) 

mostram alterações mais discretas do que os dentes de larvas que não conseguiram 

eclodir (figura 13 B); assemelhando-se aos dentes das larvas do grupo controle 

(figura 13 A). 



30 

Figura 11- Eletromicrografias de rádulas de larvas de B. glabrata. A = larva não irradiada (controle); 

B=estádio de trocofora irradiada com 25 Gy; C = véliger jovem irradiada com 25 Gy; c = dente central; 

L = dente lateral; I = dente intermediário. 
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Figura 12- Eletromicrografias de rádulas de larvas de B. glabrata. A = não irradiada (controle); 

B=estádio de trocofora irradiada com 25 Gy; C = véliger jovem irradiada com 25 Gy; I = dente 

intermediario; M = dente marginal. 
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Figura 13- Eletromicrografias de rádulas larvais de B. glabrata no estádio de véliger jovem. A = não 

irradiada (controle); B = irradiada com 25 Gy não eclodida; C = véliger jovem irradiada com 25 Gy 

eclodida; c = dente central; L = dente lateral; I = dente intermediario. 
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4.3 - Análise eletroforética das proteínas e detecção de atividade da 

proteinase das larvas de 6 . glabrata no estádio de véliger jovem 

4.3.1 - Gel de poliacrilamida em presença de SDS 

Na figura 14, podem-se verificar padrões eletroforéticos em gel de 

poliacrilamida-SDS de homogeneizado de lan/as e do líquido perivitelínico de B. 

glabrata no estádio de véliger jovem irradiadas e não irradiadas. 

A B 

Kd 

200-

116-

66-

45-

31-

116-

5 4 3 2 1 

- 97,4 

Figura 14 - Padrão eletroforético de B. glabrata no estádio de véliger jovem não irradiado (controle) 

e irradiado com doses de 20, 25, 30 e 35 Gy. 1 = véliger jovem (controle); 2 = véliger jovem 

irradiado com 20 Gy; 3 = véliger jovem irradiado com 25 Gy; 4 = véliger jovem irradiado com 30 

Gy; 5 = véliger jovem irradiado com 35 Gy; 6 = estádio de hipo (controle). A = gel corado por azul 

de Coomassie; B = gel corado por nitrato de prata; C = gel de líquido vitelínico corado com nitrato 

de prata e escaneado. Kd = quilo dalton. 
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Evidencia-se a presença de proteínas com diferentes pesos moleculares: 200; 

116; 97,5; 66,0; 45 e 21,5 Kd. Não foi observado formação de agregados, nem 

qualquer alteração nas bandas características, tanto no gel de proteínas totais 

quanto no líquido vitelínico. 

4.3.2 - Gel de detecção da atividade de proteinase em SDS-

PAGE 

Na figura 15 pode-se visualizar a atividade da proteinase em gel de 

poliacrilamida a 12,5 % na presença de gelatina copolimerízada, através da presença 

das bandas brancas sobre o fundo azul. 

Figura 15- Gel de atividade da proteinase de larvas de B. glabrata no estádio de véliger 

jovem não irradiado (controle), e irradiado com doses de 20, 25, 30 e 35 Gy. 1 = véliger 

jovem (controle); 2 = véliger jovem irradiado com 20 Gy; 3 = véliger jovem irradiado com 

25 Gy; 4 = véliger jovem irradiado com 30 Gy; 5 = véliger jovem irradiado com 35 Gy. Gel 

corado por azul de Coomassie. 

Nota-se um aumento quantitativo na atividade da proteinase à medida que a 

dose de radiação aumenta, ou seja, as bandas representativas das doses de 30 e 35 

Gy apresentam-se mais intensas quando comparadas com as representativas das 



35 

doses de 20 e 25 Gy de radiação gama de ^°Co. A proteinase evidenciada possui 

peso molecular em torno de 20 Kd, similar ao peso da tripsina. 

4.4- Análise do DNA genomico de larvas de Biomphalaría glabrata 

Os DNAs de larvas de B. glabrata no estádio de véliger jovem irradiadas com 

raios de ^°Co foram purificados e fracionados por eletroforese em gel de agarose a 

0,8 %. Observou-se uma mancha continua (smear) com peso molecular inferior a 20 

Kpb (quilos pares de bases), o que caracteriza uma grande quebra do DNA 

genomico (Figura 16). 

-20 

-9.4 

-6,5 

-4,3 

-2,3 

-2,0 

Figura 16 - Gel de agarose a 0,8% para detecção de alterações no DNA genomico de larvas de B. 

glabrata no estádio de véliger jovem irradiadas com 20 e 25 Gy de radiação gama de ^^Co. C= controle 

(não irradiado); 1 = larvas véliger jovem irradiadas com 20 Gy; 2 = larvas véliger jovem irradiadas 

com 25 Gy. 
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5 - DISCUSSÃO 

Os estádios embrionários e larvais de peixes e moluscos, têm sido referidos 

pela sua elevada radiossensibilidade (SHIMA & SHIMADA, 1991; FRANTSEVICH et 

al., 1995; OKAZAKI et al., 1996). Essa característica torna esses organismos 

potencialmente atraentes como modelos experimentais para biomonitoração da 

radiação e de outros agentes mutagênicos em ambientes aquáticos. Moluscos da 

espécie B.glabrata são abundantes em diversas regiões do Brasil, reproduzindo-se 

intensamente em coleções de água doce, seu "habitat" natural, ou em condições 

laboratoriais. De interesse epidemiológico, esses moluscos integram o ciclo da 

esquistossomose mansônica como principais hospedeiros intermediários do 

Schistosoma mansor), assim, ampliar o conhecimento da sua biologia nas diferentes 

fases do seu desenvolvimento é de grande valia. 

Esse trabalho, propôs-se a avaliar a radiossensibilidade das larvas de B. 

glabrata por meio dos parâmetros mortalidade, malformação e eclosão, visando a 

utilização deste molusco como indicador de contaminação por radiação em 

ecossistemas de água doce. Analisou-se também, os danos causados pela radiação 

na formação da rádula, das proteínas totais e proteinases das larvas de S. glabrata 

irradiadas com 20, 25, 30 e 35 Gy de radiação gama de ™Co, para verificar-se a 

influência destes parâmetros no bloqueio da eclosão. 

Os resultados sugerem que B. glabrata é suficientemente sensível à radiação 

ionizante, e as alterações provocadas na formação da rádula podem estar 

envolvidas diretamente no bloqueio da eclosão das larvas irradiadas. 

O parâmetro mortalidade tem sido sistematicamente utilizado na identificação 

do dano causado pela ação da radiação em moluscos, peixes, anfíbios e células de 

mamíferos (WOLSKY, 1982; OKAZAKI & KAWANO, 1989). 
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OKAZAKI et al. (1996) realizaram estudos com embriões de B. glabrata nos 

estádios de clivagem, gástrula, blástula, trocofora jovem e trocofora submetidos as 

doses de 5,10 e 15 Gy de radiação gama de ^Co, e verificaram que o estádio de 

clivagem mostrou-se mais radiossensível, enquanto o estádio de trocofora 

apresentou-se mais resistente à radiação. 

PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ (1966) verificou que as doses de raios X de 

2000 até 4000 R causaram mortalidade total de embriões com 1 até 5 dias de idade, 

mostrando que os estádios de blástula, gástrula, trocofora jovem, trocofora e véliger 

jovem são radiossensíveis a doses altas de raios X. Estes experimentos levam a crer 

que a radiossensibilidade é diretamente ligada à idade do embrião e à dose de 

radiação aplicada. 

No presente estudo, observou-se que o estádio de trocofora jovem foi o mais 

radiossensível, chegando a 100 % de mortes com a dose de 35 Gy. Seguido pelo 

estádio de trocofora com taxa de mortalidade de 40, 48% com a dose de 20 Gy e 

aproximadamente 90 % com a dose de 35 Gy ; véliger jovem apresentou uma 

freqüência de mortos de 14,64% com a dose de 35 Gy. As larvas no estádio de 

véliger, de modo geral, apresentaram a maior radiorresistência, quando comparadas 

às larvas mais jovens. As diferenças observadas nas taxas de mortalidade com as 

doses de 20, 25 e 30 não foram altamente significantes. Provavelmente essas doses 

foram subletais para as larvas irradiadas no estádio de véliger jovem, já que 

apresentaram aumento na freqüência de larvas aparentemente normais que não 

conseguiram eclodir. Portanto, os danos causado por estas doses de radiação 

podem estar diretamente ligado ao bloqueio da eclosão. 

Estudos realizados por RAVEN (1958), MOOR (1983) e BATTENFELD et al. 

(1993) relatam que nos estádios de trocofora jovem e trocofora ocorre o início da 

organogênese com a separação dos três folhetos germinativos: ectoderma, 

mesoderma e endoderma. O estádio de véliger apresenta concha, cabeça, coração 

e pé, bem desenvolvidos. De acordo com esses dados, sugere-se que paralelo ao 

desenvolvimento larval, ou seja, ao aumento progressivo na diferenciação celular 
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com a formação de tecidos e órgãos, ocorre um aumento da radiorresistência das 

larvas. Estes resultados corroboram os de BERGONIE & TRIBONDEAU (1906), que 

observaram que a radiossensibilidade das células e tecidos de mamíferos é 

diretamente proporcional à taxa de proliferação celular e inversamente proporcional 

ao seu grau de diferenciação. Algumas exceções a esta regra são conhecidas, 

porém estas observações têm sido confirmadas para a maioria dos sistemas 

biológicos. 

Pesquisas realizadas com outras espécies de animais como peixes (HYODO-

TAGUCHI et al., 1973) insetos (VARANDA et al., 1985) e mamíferos (RUTLEDGE, 

1997), verificaram que a radiossensibilidade é diretamente proporcional a dose de 

radiação aplicada e inversamente proporcional a idade do embrião, dados que 

corroboram os obtidos neste trabalho. 

O valores estimados da D L 5 0 permitem avaliar o potencial mutagênico da 

radiação ionizante ou de outros agentes xenobióticos. PERLOWAGORA-

SZUMLEWICZ (1964 b, c) utilizando raios X em embriões de 6. glabrata de 

diferentes idades, verificou que a DLsooo dias) foi de 7,6 R para o estádio de trocofora; 

7,5 R para véliger e 8,7 R para o estádio de hipo. OKAZAKI et al. (1996), 

encontraram valores de 11,5 Gy para a D L 5 0 (15 dias) de larvas de B. glabrata no 

estádio de trocofora jovem e 17,0 Gy para o estádio larval de trocofora. No presente 

trabalho, os valores estimados para a D L 5 0 no oitavo dia após a irradiação mostram 

que os estádios de trocofora jovem (20,3) e trocofora (21,2) são aproximadamente 7 

vezes mais radiossensíveis do que os estádios de véliger jovem (153,6) e véliger 

(148,7). Existe portanto uma diferença entre os valores das D L 5 0 encontradas nos 

experimentos realizados por PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ (1964 b, c), OKAZAKI 

et al. (1996) e os encontrados em neste trabalho. Essa diferença pode ter ocorrido 

devido aos métodos de análise, utilização de cepas mais radiorresistentes, 

diferentes taxas de dose e o tempo de observação escolhido por esses autores para 

a determinação da D L 5 0 . Experimentos realizados por COOLEY & MILLER (1971), 

utilizando diferentes taxas de dose em molusco pulmonado Ptiysa tieterostropha, 

obtiveram danos significativamente diferentes, ou seja os moluscos expostos a alta 
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taxa de dose apresentaram maior dano quando comparados àqueles expostos a 

baixa taxa de dose. EGAMI & HAMA (1975) encontrou resultados semelhantes 

expondo embriões de peixes {Oryzias latipes) à dose de 2 kR de raios X, com 

diferentes taxas de dose (1,7 R/min; 33,3 ou 250 R/min). Os experimentos 

demonstraram que a inibição da eclosão dos embriões irradiados com alta taxa de 

dose (250 R/min) foi a mais alta, mostrando uma relação direta entre a taxa de dose 

e o dano biológico. 

De modo geral, observou-se que a taxa de mortalidade de larvas de B. 

glabrata nos estádios de trocofora jovem e trocofora submetidas a diferentes doses 

de radiação gama de ^Co é diretamente proporcional à dose de radiação aplicada e 

inversamente proporcional à idade da larva. O estádio de véliger apresentou baixas 

taxas de mortalidade, demonstrando assim sua maior radiorresistência. 

Estudos realizados com embriões, larvas ou células de diferentes organismos 

expostos à radiação ionizante mostraram não apenas o aumento na taxa de 

mortalidade, mas também o aparecimento de malformações (WOLSKY, 1982; 

GILBERT, 1997). 

Os resultados encontrados nesse trabalho mostraram que a freqüência de 

larvas malformadas no estádio de trocofora jovem e trocofora foram as mais altas, 

com valores de 44,35% e 40,48% respectivamente, com a dose de 20 Gy. A redução 

nas freqüências de malformações com o aumento das doses de radiação nestes 

estádios, ocorreu devido à morte das larvas dentro dos ovos, dias após a irradiação, 

mostrando, maior radiossensibilidade das larvas no estádio de trocofora jovem. Com 

relação aos estádios de véliger jovem, o número de larvas malformadas foi 

significantemente mais alto que o do grupo controle, porém mais baixos que os 

observados nos estádios mais jovens. 

O estádio de véliger apresentou freqüência de malformações mais alta que a 

do grupo controle, no entanto, na dose de 25 Gy foi a mais radiossensível. Nas 

doses de 30 e 35 Gy, a freqüência foi mais baixa, provavelmente, em virtude do 

aumento na taxa de larvas aparentemente normais, mas com bloqueio na eclosão. 
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De modo geral, observou-se que, para as larvas em estádios mais 

desenvolvidos, são necessárias doses mais altas de radiação para se obsen/ar o 

mesmo efeito ocorrido nos estádios mais jovens. 

Verificou-se também que as larvas malformadas morreram dentro da cápsula 

do ovo. Isto sugere que as malformações induzidas pela radiação ionizante tornaram 

essas larvas incapazes de sobreviver. Por outro lado, as larvas que conseguiram 

eclodir não apresentavam malformações visíveis. 

As malformações específicas como eversão do estomodéo, malformação 

cefálica do tipo monoftalmia e duplicação dos olhos, e malformação da concha, 

foram observadas em larvas submetidas à doses de radiação, sendo a ocorrência 

das mesmas dose-dependente. 

Os estádios de trocofora e véliger jovem apresentaram uma maior freqüência 

de malformações da concha. Entretanto, as malformações inespecíficas foram 

encontradas em todos os estádios larvais submetidos aos ralos y (gama). 

As malformações presentes em larvas irradiadas, entretanto, não são 

específicas da ação da radiação. GEILENKIRCHEN (1961) encontrou essas mesmas 

malformações submetendo Limnaea stagnalis a cátions mono e divalentes 

(magnesio, cálcio, estrondo e bário). VERDONK (1965) submeteu ovos de Limnaea 

stagnalis em diferentes etapas do desenvolvimento a diferentes concentrações de 

cloreto de litio (2; 2,5; e 3,5 x 10"̂  IVI) e verificou que todas as concentrações 

utilizadas causaram malfonnações cefálicas, porém a incidência delas estava 

inversamente relacionada com a idade do embrião e diretamente proporcional a 

concentração de cloreto de litio utilizada. 

Outros autores submeteram os embriões de B. glabrata à ação de 

substâncias como cafeína (KAWANO et al. 1979; KAWANO, 1982 e KAWANO & 

SIMÕES, 1987) sulfato de nicotina (KAWANO et al., 1993) e avaliaram os efeitos 

morfogenéticos destas drogas sobre o desenvolvimento dos embriões, mostrando a 

presença de malformações semelhantes às encontradas em nossos experimentos. 

OKAZAKI & KAWANO (1989) estudaram os efeitos morfogenéticos e 

citogenéticos da radiação gama de ^Co em embriões no estádio de blástula e 
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encontraram malformações cefálicas, concha, exogástrula, eversão do estomodéo e 

uma maior freqüência de malformações inespecíficas com as doses de 5, 10 e 15 

Gy. 

Trabalhos realizados por CAMEY & VERDONK (1970); KAWANO et al. (1992) 

e BATTENFELD et al. (1993) elucidaram alguns aspectos do desenvolvimento de B. 

glabrata. 

O desenvolvimento de embriões de B. glabrata mantidos a temperatura de 25 

"C, segundo KAWANO et al.(1992) apresentam as seguintes etapas: 

Fertilização -> clivagem -> blástula (24 horas após a 1^ clivagem) -> 

gástrula (26-34 horas após a 1* clivagem) -> trocofora jovem (43 horas após a 1^ 

clivagem) -> trocofora ( 66 horas após a 1^ clivagem)^ véliger jovem(96 horas 

após a 1 ' clivagem) —> véliger (120 horas após a 1^ clivagem) —> estádio de hipo 

(144 horas após a 1^ clivagem) -> eclosão ( 6 a 9 dias após a 1^ clivagem). 

Os estádios de blástula e gástrula caracterizam-se principalmente pela 

formação dos três folhetos germinativos, o ectoderma, o mesoderma e o endoderma. 

O ectodenna é o responsável pela formação do epitelio externo de todo o corpo do 

molusco e do estomodeu; o endoderma reponsabiliza-se pela formação do 

estômago, tubo digestivo, glândulas digestivas e cavidade pulmonar; o mesoderma 

formará os vasos sanguíneos. Dados obtidos por OKAZAKI et al. (1996) submetendo 

embriões de B. glabrata nos estádios de clivagem, blástula e gástrula a doses de 5, 

10 e 15 Gy de ^Co, mostraram que estes estádios apresentaram uma alta 

radiossensibilidade, com índices muito altos de malformações e mortes 

embrionárias. WOLSICY (1982) no entanto verificou que, em anfíbios, os estádios 

iniciais mostraram-se menos sensíveis a radiação com relação aos estádios mais 

avançados. 
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Nesse trabalho, o estádio de trocofora jovem mostrou-se bastante 

radiossensível, provavelmente devido a intensa proliferação celular que ocorre 

nesse período. 

As larvas no estádio de trocofora apresentam na região ventral o estomodeu 

que, juntamente com o veium, darão origem posteriormente, ao órgão locomotor do 

caramujo. Na região dorsal, por sua vez, encontra-se a glândula da concha e o 

coração. É neste estádio que se inicia a formação do saco radular e da massa bucal 

do molusco. Observou-se que em larvas submetidas à irradiação neste estádio 

apresentaram malformações do tipo eversão do estomodéo e malformação da 

concha e malformações inespecíficas. Estes dados corroboram os encontrados por 

OKAZAKI et al. (1996). 

Nos estádios de véliger jovem e véliger, observou-se uma diminuição da 

freqüência de malformações, quando comparada aos estádios mais jovens; o que 

pode ser em virtude de uma diferenciação celular mais intensa. 

Portanto, sugere-se que as malformações específicas como as da concha, 

cabeça e eversão do estomodeu ocorreram devido a ação da radiação sobre as 

células responsáveis pela morfogênese destes órgãos. De fato, as malformações da 

concha e do estomodeu são mais freqüentes nos estádios de trocofora e véliger 

jovem, pois são nestes estádios que se encontram as células responsáveis pela 

formação destes órgãos. No entanto, estas malformações também ocorrem quando 

estádios mais precoces de desenvolvimento sofrem radiação, o que faz supor que a 

ação da radiação afeta as células precursoras desses órgãos; que são determinados 

desde as primeiras divisões celulares. Portanto, a incidência de tais malformações 

estar relacionada à dose de radiação e o estádio de desenvolvimento. 

Possivelmente as malformações inespecíficas, presentes nas larvas de 6. 

glabrata irradiadas, podem ser originárias da ação dos raios gama sobre as várias 

linhagens celulares ao mesmo tempo, provocando o retardo no crescimento de 

algumas células, enquanto que outras linhagens celulares não afetadas, 

desenvolvem-se normalmente, originando embriões completamente deformados. 

Esses dados foram previamente reportados por OKAZAKI et al. (1996). 
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Apesar dos vários estudos sobre as alterações morfogenéticas, os efeitos 

diretos dos agentes aplicados são pouco conhecidos. Sabe-se que a radiação 

ionizante pode agir sobre o ciclo celular, provocando um atraso ou até mesmo o seu 

bloqueio (GROSCH & HOPWOOD, 1979). 

OKAZAKI & KAWANO (1989, 1991), analisando embriões de B. glabrata no 

estádio de blástula, irradiados com doses de 5, 10 e 15 Gy de radiação gama de 

^Co, observaram que as freqüências de aberrações cromossômicas estruturais 

aumentaram com o aumento da dose de radiação, encontrando valores de 18,6; 

38,9 e 49,7%, respectivamente. Os dicentricos e fragmentos acêntricos foram os 

tipos mais encontrados. Os autores sugeriram uma relação direta entre aberrações 

cromossômicas radioinduzidas e os efeitos morfogenéticos da radiação em embriões 

de B. glabrata no estádio de blástula. 

MATSUDA et al. (1983, 1985) e REICHERT et al. (1984) observaram uma 

relação direta entre aberrações cromossômicas e embriões mortos de camundongos 

expostos aos raios X . 

GILBERT (1997) afirmou que a radiação ionizante é um agente teratogênico 

em potencial, podendo provocar quebras cromossômicas e alterações estruturais na 

molécula de DNA de mamíferos, causando malformações fetais. Aberrações 

cromossômicas levando a malformações em peixes foram registradas por 

McGREGOR & NEWCOMBE, 1972 e em anfíbios, répteis e mamíferos por RUGH, 

1969; WOLSKY, 1982. 

Com base nestas observações, verificou-se a ação da radiação sobre o DNA 

genomico de larvas no estádio de véliger jovem irradiados com 20, 25, 30 e 35 Gy 

de radiação gama de ^Co. Observou-se uma intensa fragmentação da molécula de 

DNA com o aumento da dose de radiação, quando comparado com o grupo de 

larvas não irradiadas. Esses resultados sugere uma relação direta entre danos ao 

DNA, malformações e mortes das larvas de B. glabrata submetidas a radiação gama 

de ^Co no estádio de véliger jovem. Supõe-se que os estádios de trocofora jovem, 

trocofora e véliger apresentem comportamento similar. Nos experimentos realizados 

nesse trabalho utilizou-se o mesmo número de larvas e observou-se uma diminuição 
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na quantidade de DNA capturado com o aumento da dose de radiação, mostrando 

uma relação direta entre a dose de radiação aplicada e o dano à cadeia de DNA. 

Por esta razão não observou-se claramente os danos ao DNA genomico de larvas 

irradiadas com às doses 30 e 35 Gy. As larvas irradiadas com 20 e 25 Gy, por sua 

vez, apresentaram um aumento do dano em função da dose de radiação. Dados 

semelhantes foram encontrados por ZHOU et al. (1997) irradiando células de 

carcinoma cervical humano, com doses de 2,4, 6, 8, 10, 14, 20, 50 Gy de raios gama 

de ^^^Cs, verificando que a freqüência de dano ao DNA foi diretamente proporcionai 

às doses aplicadas. AGER et al. (1990) comprovaram a eficácia do método de 

eletroforese ao detectar danos no DNA de células de mamíferos expostas à radiação 

ionizante. WURM et al. 1994; DAHM-DAPHI & DIKOMEY, 1995; FORAY et al., 1995 

verificaram os danos causados pela radiação ionizante na cadeia de DNA das 

células, utilizando a técnica de análise do DNA. 

A radiação ionizante agiu sobre os organismos causando malformação e 

morte; por outro lado, embriões e larvas de B. glabrata submetidos a radiação 

apresentaram também alterações na freqüência de eclosão. (PERLOWAGORA-

SZUMLEWICZ (1964 a). 

OKAZAKI et al. (1996), verificaram que larvas de S. glabrata no estádio de 

trocofora apresentaram taxa de eclosão de 1,90 e 3,20% com as dose de 20 e 25 

Gy, respectivamente. Nos experimentos aqui realizados, as larvas nos estádios de 

trocofora jovem e trocofora mostraram ser mais radiossensíveis, já que nesses casos 

nenhuma eclosão foi observada após a irradiação. Esta diferença de resultados 

pode ter ocorrido devido às diferentes condições de irradiação, ou seja , OKAZAKI et 

al.(1996) utilizaram uma fonte gamma-celi de ^Co com taxa de dose de 136 Gy/h , 

enquanto que nos experimentos aqui citados foram realizados numa fonte tipo 

panorâmica de ^Co, com taxa de dose de 311 Gy/h. Segundo MCNALLY (1982); 

EGAMI & HAMA (1975) ; a taxa de dose é um importante modificador dos efeitos da 

radiação em sistemas biológicos. Portanto organismos expostos a taxas de dose 

mais altas apresentam danos mais evidentes. 
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Véliger jovem apresentou um percentual de 23,75% de larvas eclodidas com a 

dose de 20 Gy, decrescendo significativamente com as demais doses. As larvas no 

estádio de véliger apresentaram os maiores índices de eclosão, quando comparados 

com os estádios mais jovens (58,87% - 20 GY e 44,81 % com a dose de 35 GY). 

Os resultados obtidos, neste trabalho, monstra que as freqüências de 

eclosões das larvas de Biompalaria glabrata submetidas aos raios y de ^Co são 

diretamente proporcionais á idade da larva e inversamente proporcionais á dose de 

radiação aplicada. 

Outro aspecto observado foi a ocorrência de um considerável atraso no 

desenvolvimento das larvas irradiadas, com conseqüente atraso na sua eclosão. A 

eclosão das larvas não irradiadas de uma mesma desova, raramente ocorre 

simultaneamente, variando de 1 até 3 dias da primeira até a última eclosão 

(PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ (1968). O tempo das larvas irradiadas foi 

semelhante ao das larvas controle, ou seja, em torno de 4 dias desde a primeira até 

a última eclosão. No entanto, a eclosão das larvas irradiadas sofreu um atraso de 3 

a 4 dias após o início da eclosão do grupo controle. Foi constatado que, após o 

período de oito dias de observações das desovas irradiadas, as larvas que não 

eclodiram durante este período acabaram morrendo no período de 15 a 20 dias após 

a irradiação. Estes dados corroboram os obtidos por OKAZAKI & KAWANO (1989), 

porém diferem das observações realizadas por PERLOWAGORA-

SZUMLEWICZ(1964 b, 1966) em embriões de B. glabrata submetidos a raios X. 

Esse autor verificou que a eclosão ocorreu cerca de 20 a 29 dias após a irradiação. 

Sugere-se que esta diferença tenha ocorrido por PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ 

utilizar uma cepa mais resistente de Australorbis glabratus (Biomphalaria glabrata), 

originária de um cruzamento de S. glabrata de Porto Rico com B. glabrata do Brasil. 

Um outro aspecto a ser levado em consideração é a temperatura, pois embriões de 

B. glabrata não irradiados mantidos a temperatura de 25 °C, eclodem entre o 6° e 8° 

dias após a primeira clivagem (PARAENSE, 1970; OKAZAKI & KAWANO, 1991; 

KAWANO, 1992). PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ & BERRY (1964) encontraram 

um período de desenvolvimento em torno de 9 a 11 dias, porém a temperatura 
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utilizada no experimento não foi mencionada. Sabe-se que temperaturas mais altas 

do que 28 °C aceleram o desenvolvimento embrionário enquanto que o inverso 

ocorre com temperaturas mais baixas (22 °C) ( BARBOSA et al., 1987). A taxa de 

dose também participa de alterações na taxa de eclosão. Com bases nessas 

observações, sugere-se que as diferentes condições experimentais pelas quais os 

animais foram submetidos possam estar envolvidas com as diferenças no tempo de 

eclosão obtidas por esses autores e os dados obtidos nesse trabalho. 

O atraso na eclosão de ovos expostos às doses de radiação ainda não foi 

bem elucidado, este fenômeno também foi observado por PERLOWAGORA-

SZUMLEWICZ (1966). 

KAWANO et al. (1993), observou que as freqüências de eclosões de 

embriões de B. glabrata expostos a concentrações de 40 e 80 ppm de sulfato de 

nicotina não apresentaram diferença significante na taxa de eclosão em relação ao 

controle. Porém com o aumento da concentração para 120 ppm observou-se um 

atraso na eclosão das desovas tratadas em relação ao grupo controle. 

PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ & BERRY(1964) e PERLOWAGORA-

SZUMLEWICZ (1966) observando embriões de 1 até 10 dias de idade e irradiados 

com doses de raios X de 2.000 até 40.000r, verificaram que a eclosão dependeu da 

dose aplicada e da idade dos moluscos. Embriões de 4 a 5 dias de idade 

submetidos a dose de 2.000r apresentaram 72% de eclosão diferindo, 

significativamente da dose de 3.000r com 24 % de eclosão para a mesma idade. 

Estes dados corroboram os observados nesse trabalho. 

HYODO-TAGUCHI et al. (1973); EGAMI & HAMA (1975) e SHIMADA et al. 

(1985), trabalhando com peixes {Oryzias latipes) submetidos à radiação ionizante, 

verificaram que a taxa de eclosão foi diretamente proporcional à idade do embrião e 

inversamente proporcional à dose de radiação aplicada. Dados semelhantes foram 

obtidos em experimentos com larvas de S. glabrata no presente trabalho. 

Observando as larvas nos estádios de trocofora, véliger jovem e véliger 

irradiadas, notou-se o aparecimento de um grupo de larvas que não eclodiam, 

apesar de apresentarem aspecto normal semelhante ao do grupo controle. Larvas 



47 

no estádio de véliger jovem submetidas á dose de 25 Gy apresentou a maior 

freqüência de larvas nestas condições (86,79%), e no estádio de trocofora submetid 

á dose de 20 Gy (18,90). O estádio de veliger apresentou uma menor freqüência de 

larvas aparentemente normais com relação ao estádio de véliger jovem. Portanto, o 

estádio mais susceptível a este dano causado por ação da radiação foi o estádio de 

véliger jovem. Provavelmente, a radiação atingiu algumas estruturas responsáveis 

pela eclosão das larvas de B. glabrata. Estes dados foram previamente reportados 

por OKAZAKI et al. (1996) para o estádio de trocofora irradiada com a dose de 20 

Gy e por MELO (1994) em 6. straminea irradiados com doses de 2,5 a 80 Gy de 

radiação gama de ^Co. 

Esses resultados conduziram à investigação dos efeito da radiação gama de 

^Co sobre as supostas estruturas envolvidas no mecanismo de eclosão dos 

moluscos B. glabrata , ou seja, a rádula ou possíveis enzimas envolvidas na 

digestão das membranas dos ovos (REY, 1956, GERAERT & JOOSSE, 1984 e 

BRAMACHARY, 1983). 

A análise da rádula foi realizada em larvas de B. glabrata irradiadas e não 

irradiadas nos estádios de trocofora e véliger jovem. 

Como mostra a figura 10, a rádula de larva de 6. glabrata no estádio de hipo 

não irradiada, mostra-se como uma fita alongada e revestida de numerosos dentes 

em forma de ganchos com pontas dirigidas para trás. Os dentes microscópicos 

dispõe-se em fileiras transversais em ordem regular, apresentando perfeita simetria 

bilateral. Nota-se que cada fileira transversal apresenta um dente central. Contíguos 

a ele estão os dentes laterais, intermediários e marginais, somando um total de 4 

dentes de cada lado do dente central. PARAENSE (1970) observou que a fórmula 

radular encontrada em adultos de B. glabrata com 20 mm de diâmetro foi de 35-1-35, 

ou seja, em uma fileira transversal existe 35 dentes de cada lado do dente central 

totalizando 70 dentes em uma única fileira transversal. Este dado difere dos 

encontrados em larvas de B. glabrata no estádio de hipo. Entretanto segundo 

PARAENSE (1970) a fórmula radular varia com o tamanho do animal. Portanto esta 

diferença é totalmente justificada, já que a larva de S. glabrata no estádio de hipo 
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apresenta 0,7 a 1 mm de diâmetro. Na literatura especializada nenhum dado foi 

encontrado sobre rádula de larvas de molusco. 

A ação da radiação y de ^Co sobre as rádulas das larvas de B. glabrata nos 

estádios de trocofora e véliger jovem que não eclodiram oito dias após a irradiação 

podem ser observadas nas figuras 11, 12 e 13. Verificam-se alterações na 

morfologia dos dentes da rádula de larvas irradiadas, quando comparadas ao grupo 

controle. Cada fileira transversal da rádula de B. glabrata não irradiada, apresentou 

o dente central com duas cúspides triangulares e pontiagudas; os dentes laterais 

com 3 cúspides bem pronunciadas, ladeadas por cúspides menores. Os dentes 

intermediários apresentaram uma cúspide bem acentuada (mesocone) ladeado por 

pequenas cúspides, enquanto que os dentes marginais apresentaram aspectos 

serrilhados. Entretanto, os dentes das rádulas de larvas de 6. glabrata irradiadas 

apresentaram todas as cúspides dos dentes centrais, laterais, intermediários e 

marginais com aspecto rombudo. 

As rádulas dos grupos controle assemelham-se às rádulas de B. glabrata 

adultos normais, com exceção dos dentes laterais. Esses apresentaram um número 

maior de pequenas cúspides, quando comparados com os observados por 

PARAENSE (1970) e REY (1972) que registraram apenas 3 cúspides. Sugere-se 

que esta diferença ocorreu devido ao fato da larva estar ainda em desenvolvimento, 

antes da eclosão, tornando-se difícil a comparação com indivíduos adultos, já que 

nenhum dado sobre rádula de larva de molusco foi encontrado na bibliografia. 

PARAENSE(1970) observou alterações morfológicas em dentes situados na 

porção anterior da rádula de adultos de S. glabrata normais. Entretanto, estas 

modificações são esperadas, já que esta estrutura funciona como órgão raspador de 

alimento. Assim, devido ao uso, apresentam as cúspides desgastadas com aspecto 

rombo. Estes dentes por sua vez, são eliminados e com o crescimento da rádula 

novos dentes são colocados em uso. Experimentos realizados por JENSEN (1993) 

evidenciaram que os dentes radulares de Sacoglossa (Mollusca: Opisthobranchia) 

sofrem alterações morfológicas de acordo com a planta usada na dieta. 
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Entretanto, no presente estudo, praticamente todos os dentes da rádula de 

larvas irradiadas que não eclodiram até o oitavo dia de observação apresentaram 

alterações morfológicas, visíveis em eletromicrografias. A rádula é uma estrutura 

ectodérmica que se origina dos micrõmeros dos segundo e terceiro quartetos que se 

diferenciam no estádio de trocofora e véliger jovem (CAMEY, 1968; BATTENFELD et 

al.,1993). Portanto, as alterações morfológicas observadas nos dentes das rádulas 

de larvas irradiadas nestes estádios, devem-se a danos causadas pela ação da 

radiação ionizante sobre as células responsáveis pela morfogênese deste órgão. As 

alterações mais acentuadas encontradas no estádio de trocofora devem-se à ação 

da radiação sobre as células em intensa proliferação celular responsáveis pela 

formação da rádula. 

Comparando-se larvas irradiadas com a dose de 25 Gy no estádio de véliger 

jovem que não eclodiram, com as larvas no mesmo estádio submetidas à mesma 

dose de radiação e que conseguiram eclodir, verifica-se que as larvas não eclodidas 

apresentaram malformações significativas quando comparadas ao controle. Além 

disso, as larvas irradiadas que conseguiram eclodir, apresentaram aspectos 

radulares semelhantes ao do grupo controle. Estes resultados fornece evidência de 

que a rádula participa diretamente da eclosão das larvas de Biomphalaria glabrata. 

Resultados obtidos até o momento não excluem a possibilidade de uma 

intermediação enzimática presente no mecanismo de eclosão. Para investigar esta 

possível participação, realizou-se ensaios eletroforéticos das proteínas totais das 

larvas irradiadas e não irradiadas. 

A eletroforese em presença de SDS (SDS-PAGE) é um método rápido para a 

quantificação, comparação e caracterização de proteínas. Este método separa 

proteínas baseado no seu peso molecular (LAEMMLI, 1970). Esperava-se que essa 

técnica fosse capaz de detectar modificações ou desaparecimento de algumas 

proteínas. Estas alterações estariam associadas ao bloqueio da eclosão das larvas 

irradiadas juntamente com a rádula. 

Os resultados mostraram que a mobilidade das proteínas de larvas no estádio 

de véliger jovem irradiadas com 20, 25, 30 e 35 Gy de radiação gama de ^Co e não 
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irradiadas (controle) não apresentaram qualquer alteração nas bandas 

características. 

A eletroforese, portanto, não se mostrou um método radiossensível para 

detecção de alterações proteicas em homogenados de larvas de B.glabrata 

irradiadas com as doses de 20, 25, 30 e 35 Gy. Isto pode ter ocorrido devido a 

grande quantidade de proteínas existente nas amostras, sendo necessário a 

utilização de técnicas mais sofisticadas para identificação de possíveis alterações 

estruturais e moleculares das proteínas irradiadas, como por exemplo, marcadores 

específicos para as proteínas modificadas. 

Resultados semelhantes foram obtidos por MASCARA & MORGANTE (1995) 

com Biomphalaria tenagophila resistente e susceptível à infecção por S. mansoni . 

Homogenados de 6. tenagophila adultos foram submetidos à eletroforese na 

presença de SDS, para a diferenciação entre as duas linhagens. No entanto este 

método mostrou-se insuficiente para identificar as características específicas das 

linhagens. 

No entanto, a técnica de eletroforese de proteínas total foi utilizada com 

sucesso por HENRIKSEN & JELNES (1980) e NAGDY et al.,1994 na caracterização 

da relação parasito hospedeiro, bem como para auxiliar na taxonomía das espécies. 

Outra técnica de eletroforese foi utilizada, no presente estudo, com o objetivo 

de elucidar a participação de enzimas proteóliticas na eclosão de larvas de B. 

glabrata . A técnica de eletroforese na presença de SDS e gelatina copolimerízada 

foi utilizada para detecção de diferentes atividades de proteinase das amostras. 

Para isso, foram escolhidas larvas no estádio de véliger jovem, que não eclodiram 

oito dias após a irradiação, mas que apresentavam-se aparentemente normais e 

larvas não irradiadas no estádio de hipo, com aspectos do desenvolvimento 

semelhante aos irradiados. A atividade da proteinase aumentou com o aumento da 

dose de radiação, porém, não diferiu do grupo controle quanto a mobilidade no gel, 

com as bandas localizando-se nas mesmas posições. A principal banda de 

proteinase presente no gel, tem peso molecular de 20 K dalton, semelhante ao da 

tripsina. 
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Atividades proteóliticas são estudadas em parasitas, onde estas enzimas 

estão envolvidas na digestão de peptídios, auxiliando a penetração destes parasitas 

em células e na migração entre os tecidos do hospedeiro. Schistosoma mansoni, 

por exemplo, produz enzimas com atividades proteóliticas que facilitam sua entrada 

nos tecidos do hospedeiro intermediário (BONGERTZ & HUGERER,1978). 

Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi também apresentam proteinases 

com funções específicas( ALFIERI et al.,1989, 1991e YOKOYAMA-YASUNAKA et al. 

1994). Estes resultados comprovam a existência de poteinase em outros organismos 

, porém com funções diferentes das encontradas nos experimentos do presente 

estudo. 

Estudos realizados com proteínas totais de Biomphalaria alexandrina nativas 

irradiadas com raios y , demonstraram um aumento da porcentagem de proteínas 

com o aumento da dose de radiação, ou seja com as doses de 100, 150 e 200 Gy 

foram encontradas 56,52; 58,60 e 60,53 % de concentrações proteicas, 

respectivamente (NABIH & SOLIMÁN, 1986). 

No presente estudo, a eletroforese de detecção da atividade de proteinase foi 

capaz de identificar um aumento da quantidade de enzimas nas doses de 30 e 35 

Gy. Esses resultados, no entanto, indicam que o aumento da produção de 

proteinase pode estar relacionado com a necessidade de eliminação de células 

mortas, decorrentes da radiação. 

Enzimas de eclosão, por sua vez, foram caracterizadas em organismos como 

peixes (YAMAGAMI, 1970, 1972; ISHIDA, 1944) e helmintos (ROGERS, 1973). 

Essas enzimas são produzidas por glândulas específicas desenvolvidas nos últimos 

estádios embrionários. Na bibliografia não encontraram-se dados referentes a 

glândulas específicas na produção de enzimas de eclosão em B. glabrata. No 

entanto, esse molusco possui um grande número de enzimas produzidas por 

glândulas digestivas como a esterase não específica, fosfatase ácida, transferase 

amino aspartática, transaminase glutamato-oxalacetato e desidrogenase a-

glicerofosfatase que auxiliam a caracterização bioquímica da relação parasito-
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hospedeiro (NABIH & ANSARY, 1981; ROLLINSON, 1985; NABIH et al., 1989; 

NAGDY et al.,1994; BANDONI etal., 1995; MASCARA & MORGANTE, 1991;1995). 

BRAMACHARY (1983) sugere a existência de enzimas envolvidas na eclosão 

de planorbideos. De acordo com os resultados aqui apresentados, as larvas de B. 

glabrata não apresentaram atividades proteóliticas ligadas a digestão da cápsula do 

ovo, pois tanto em larvas irradiadas que não eclodiram quanto as não irradiadas 

eclodidas, não apresentaram modificações nos seus padrões eletroforéticos de 

proteínas e enzimas. 
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6 - CONCLUSÕES: 

Os dados obtidos com a irradiação de larvas de Biomphalaria glabrata nos 

estádios de trocofora jovem, trocofora, véliger jovem e véliger com as doses de 

20, 25, 30 e 35 Gy de radiação gama de ^Co (311 Gy/h), permitiu concluir que: 

• A radiossensibilidade das larvas de S. glabrata foi diretamente proporcional a 

dose de radiação aplicada e inversamente proporcional ao estádio do 

desenvolvimento larval, isso porque : 

• A taxa de mortalidade foi mais alta no estádio de trocofora jovem; 

• As malformações foram mais intensas no estádio de trocofora; 

• O bloqueio da eclosão foi evidente no estádio de véliger jovem; 

• O estádio de véliger mostrou-se mais radiorresistente com 

relação a todos os parâmetros analisados; 

o As modificações estruturais da rádula induzidas pela radiação ionizante 

durante a sua formação pode ter sido uma das causa da inibição da eclosão 

das larvas de Biomphalaria glabrata. 

• Os parâmetros mortalidade, malformações, eclosão e alterações na rádula de 

populações naturais de B. glabrata podem ser usados como indicadores da 

ocorrência no ambiente de poluição por radiação ionizante; 

• A eletroforese não foi um teste adequado para se detectar alterações nos 

padrões proteicos de larvas irradiadas com doses de 20, 25, 30 e 35 Gy de 

radiação gama de ^Co. 

• O aumento da atividade de proteinases decorrentes da irradiação das larvas 

pode estar envolvidado com a eliminação de células danificadas pela ação da 

radiação ionizante. 

• O dano ao DNA genomico das larvas de B. glabrata irradiadas com doses de 

20, 25, 30 e 35 Gy de radiação gama de ®°Co foi dose-dependente. 
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