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INFLUENCIA DA RADIACAO GAMA DE ALTA TAXA DE DOSE NA
SOBREVIVENCIA E NA REPRODUCAO DE Biomphalaria glabrata
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RESUMO

As radiagdes ionizantes sdo conhecidas como agentes mutagénicos e causadores de
infertilidade, devido as alteragdes genéticas que ocasionam. Esta caracteristica tem motivado
o emprego dessas radiagdes no controle bioldgico de animais, particularmente em situagdes
envolvendo saude publica. Neste contexto, o molusco Biomphalaria glabrata pode ser
considerado um excelente modelo experimental. Este trabalho buscou avaliar os efeitos
bioldgicos da radiagio de uma fonte de “°Co com alta taxa de dose sobre a sobrevivéncia e
reprodugdo do Biomphalaria glabrata. Para tanto, foram selecionados grupos de caramujos
adultos, expostos e ndo expostos a doses entre 20 e 60 Gy, com intervalos de 10 Gy. Para
todos os niveis de dose estudados, verificou-se que a radiagdo estimulou a produgdo de
embrides, apesar dos indices de viabilidade terem sido inferiores a 6%. Por outro lado, os
grupos irradiados com doses de 50 e 60 Gy tiveram percentuais de animais mortos da ordem
de 30 e 35%, respectivamente. Os resultados obtidos sdo sugestivos de que doses de 20 e
30 Gy sao ideais para o controle populacional desta espécie de animais, visto que ocasionaram
a diminuicdo na fertilidade dos mesmos, sem leva-los a morte. Embora estudos mais
aprofundados sejam necessarios, ficou evidente o grande potencial da aplicacdo da radiacao

gama de alta taxa de dose no controle reprodutivo do Biomphalaria glabrata.

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata, Irradiagdo de moluscos, Radiagdo gama,

Reproducdo de moluscos, Radiobiologia animal, Controle ambiental.
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INFLUENCE OF HIGH DOSE RATE GAMMA RADIATION ON
SURVIVAL AND REPRODUCTION OF Biomphalaria glabrata.
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ABSTRACT

The ionizing radiations are known as mutagenic agents, also causing infertility due to
the molecular alterations they induced. This characteristic has motivated the application of
this radiation on animal biological control, mainly in situations that involves public health. In
this context, the freshwater snail Biomphalaria glabrata can be considered as an excellent
experimental model. This work was designed to evaluate biological effects of ionizing
radiation, as a result of exposition to a ®’Co source with high dose rate, on Biomphalaria
glabrata survival and reproduction. For this purpose, adult snails were selected and exposed
to dosis ranging from 20 to 60 Gy, with 10 Gy interval; one group not irradiated was kept as
control. On all dose levels studied, it was perceived that the radiation improved the embryos
production for all exposed individuals. However, the viability indexes were below 6%. On the
other hand, the groups irradiated with 50 and 60 Gy presented percentiles of dead animals at
the magnitude of 30 and 35%, respectively. Based on these research results, the doses of 20
and 30 Gy are ideal for Biomphalaria glabrata populational control, considering that they
caused fertility decrease without killing the exposed snails. More deeply studies are needed;
nevertheless, this research evidenced the great potential of high dose rate gamma radiation on

Biomphalaria glabrata reproductive control.

Key words: Biomphalaria glabrata, Molluscs irradiation, Gamma radiation, Molluscs

reproduction, Animal radiobiology, Environmental control.



1 INTRODUCAO

A sociedade atual vem fazendo uso pacifico das radiagdes ionizantes devido aos seus
efeitos de interesse médico, industrial e ambiental sobre o organismo vivo. Como alguns
exemplos dessas aplicagdes, podemos citar a radioterapia, a irradiacdo de alimentos, os
radiodiagnosticos e a esterilizagdo de insetos (THRALL; ZIESSMAN, 2003; DYCK et al.,
2005; BITELLI, 2006; CAMARGO, 2007). Por essa ampla faixa de aplicagdes, recentemente
ha um grande empenho no desenvolvimento de técnicas que auxiliem na compreensdo dos
possiveis danos bioldgicos que surgem apos exposicdes dos organismos a certas doses de

radiagdo ionizante.

Sabe-se que os efeitos da radiagdo sobre os seres vivos dependem de sua interagao
com a matéria, da intensidade, bem como da taxa de dose da fonte utilizada; além da
distribuicdo e absorc¢ao da energia (POUGET; MATHER, 2001; BITELLI, 2006). A radia¢ao
pode induzir modifica¢des estruturais notadas em diversos intervalos de tempo que vao de
poucos minutos até anos, variando em seus efeitos segundo a dose aplicada e a molécula
atingida, culminando em altera¢cdes permanentes ou nao do organismo exposto (TAUHATA

et al., 2003; BITELLI, 2006).

Por sua ampla distribuicdo ambiental e interferéncia sobre a dindmica humana (como
fontes de alimentagdo, hospedeiros de microorganismos patogénicos e agentes de
superpopulacdo ambiental, por exemplo), os moluscos sdo considerados excelentes para
experimentacdo, ganhando interesse ndo apenas como modelo de alteracdes fisiologicas
induzidas por estimulos externos; mas também na padronizagdo de metodologias para
controle populacional, ou como bioindicadores de interferentes ambientais. Entre as diversas
espécies de moluscos conhecidas, ganha destaque a utilizagdo do caramujo Biomphalaria

glabrata (B. glabrata), principal hospedeiro intermediario no ciclo do Schistosoma mansoni



(S. mansoni) no Nordeste do Brasil (MELO et al., 1996; MELO, 1998; MOTTA et al., 2001).

Devido as suas caracteristicas fisiologicas, seu papel ecoldgico e na saude publica;
além de sua praticidade para experimentacao, diversos trabalhos tém investigado os efeitos da
exposi¢do do B. glabrata a variados agentes, sejam eles fisicos, quimicos ou bioldgicos
(FARVAR; CEMBER, 1969; EKABO et al., 1996; MELO et al., 1996; OKAZAKI et al.,
1996; MOTTA et al., 2001; NAKANO et al., 2003; AZEVEDO et al., 2004; LUNA et al.,
2005; ESTEVAM et al., 2006; RUELAS et al., 2006). Os resultados alcangados sao valiosos
em diversas aplicagdes praticas, ora como fonte de atualiza¢do sobre o funcionamento basico
dos seres vivos e suas respostas aos estresses ambientais, ora como instrumento de

monitoragdo, ou mesmo no controle populacional de espécies no meio ambiente.

O objetivo geral deste trabalho ¢ fornecer subsidios para a padronizagdo do uso da
radiacdo gama de alta taxa de dose no controle populacional de moluscos aquaticos, com o
intuito de colaborar com o controle biologico ndo so6 da espécie B. glabrata, mas de outros

moluscos aquaticos que representam pragas em diferentes setores da economia nacional.

Neste contexto, esta pesquisa busca especificamente estudar os efeitos da radiagao
gama do ®’Co sobre a reprodugio de moluscos B. glabrata, analisando as alteragdes por ela
causadas sobre a fecundidade e fertilidade dos individuos expostos. Levando em consideragao
que as radiagdes ionizantes, dependendo da dose, podem ocasionar a morte dos individuos, a
influéncia da radiacdo gama sobre a sobrevivéncia dos animais irradiados também foi

analisada.



2 REVISAO DE LITERATURA

Os seres vivos estdo expostos a agdo das radiagdes ionizantes, sejam provenientes de
fontes naturais ou artificiais (FRANTSEVICH et al., 1995; BROWN et al., 2004; BITELLI,
2006). Trabalhos que esclare¢am os possiveis efeitos bioldgicos causados por elas tornam-se
extremamente importantes. Diversos estudos foram realizados apos os acidentes nucleares,
constatando que muitos desses efeitos estdo associados a exposi¢do a altas doses de radiacao
(THRALL; ZIESSMAN, 2003). Assim, o desenvolvimento de modelos experimentais

capazes de analisar a a¢do desta forma de energia sobre os seres vivos ¢ de grande valia.

Okazaki et al. (1996) afirmaram que mudangas induzidas pela radiagdo sdo
qualitativamente semelhantes em diversas espécies, quando os animais irradiados encontram-

se em estagios similares do desenvolvimento embrionario.

Em adicao, diversos organismos como peixes, anfibios e insetos tém se mostrado
eficazes como indicadores dos efeitos biologicos das radiacdes ionizantes, similarmente ao
que ocorre com os agentes quimicos (KUBOTA et al., 1995; ROY, 2002; CHATY et al.,
2004; SHAW et al., 2004; DYCK et al., 2005). Estudos realizados por Melo et al. (1996) e
Okazaki et al. (1996) demonstraram que embrides de moluscos sdo sensiveis a diferentes
doses de radiagc@o ionizante; Nakano et al. (2003) também demonstraram que ndo apenas
embrides de moluscos sdo sensiveis a agentes mutagénicos, mas que os adultos apresentam

esta mesma caracteristica.

Assim, moluscos vém sendo utilizados como modelo experimental para estudo dos
efeitos danosos de agentes fisicos (radiacdo) (MOTTA; MELO, 1997a; MOTTA et al., 1999;
MOTTA et al., 2001) e quimicos (agrotoxicos) (NAKANO et al., 2003; ESTEVAM et al,

2006). Neste sentido, os caramujos da espécie B. glabrata, de facil cultivo em laboratorio, tém



demonstrado elevada sensibilidade a toxicidade induzida pela presenca de elementos
quimicos, radioativos ou nao, quando em contato com o meio aquatico (NAKANO et al.,

2003).

Esta caracteristica, aliada ao seu facil manuseio, o coloca na condi¢do de excelente
biosensor natural (MUNZINGER, 1987). Outras vantagens apresentadas por estes moluscos
incluem sua ampla distribuicdo geografica, reproducdo ao longo de todo o ano; reduzido
espaco fisico para criagdo, ciclo de vida curto, oviposicdo quase didria de massas
transparentes com 20 a 50 ovos; além do fato de que sua embriologia ja foi bem determinada,
representando assim um grande interesse para estudos embrionarios (KAWANO, 1992;

OKAZAKI et al., 1996, DEJONG et al., 2001; ESTEVAM et al., 2006).

Tais caracteristicas do B. glabrata justificam sua aplicagio em protocolos
experimentais, ndo apenas para o controle da esquistossomose mansdnica, doenca endémica
em diversos paises do mundo, cujo género Biomphalaria é o hospedeiro intermediario do
parasito; mas, ao mesmo tempo, como bioindicador de contamina¢do ambiental, bem como
modelo de controle populacional para diferentes moluscos aquaticos que representem
prejuizos financeiros para homem. Podemos citar como exemplo o molusco Limnoperna
fortunei, que originario da Asia, adaptou-se muito bem ao clima tropical do Brasil,
acarretando desequilibrios ambientais decorrentes de sua superpopulacdo, além de danos as
embarcagdes e obstru¢cdes em turbinas de centrais hidrelétricas (BRUGNOLI et al., 2005;
GIORDANI et al., 2005).

2.1 O Biomphalaria glabrata (SAY, 1818)

O B. glabrata (Figura 1) ¢é conhecido como o principal transmissor da
esquistossomose mansonica nas Américas, sua classificacdo taxondmica compreende: reino
ANIMALIA, filo Mollusca, classe Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem
Basommathophora, familia Planorbidae, sub-familia Planorbinae, género Biomphalaria,

espécie Biomphalaria glabrata (REY, 1991; NEVES, 2004; LUNA et al., 2005).



Figura 1 - Caramujo Biomphalaria glabrata adulto.
Fonte: http://genome.wustl.edu/genome.cgi?GENOME=Biomphalaria%?20glabrata

E encontrado em todos os estados brasileiros situados entre o Rio Grande do Norte e o
Parana e, recentemente, foi observado também no Rio Grande do Sul (CIMERMAM;
CIMERMAM, 2001; NEVES, 2004). Encontram-se presentes ainda em algumas areas do
Para, Maranhdo e Piaui; sua ocorréncia ja foi constatada também na Venezuela, Suriname,
Porto Rico e Ilhas Caribenhas (MUNZINGER, 1987; REY, 1991; DEJONG et al., 2001;
NEVES, 2004).

Em laboratdrio, infecta-se em propor¢des proximas de 100% e nos ambientes naturais
jé& foram encontradas taxas de positividade da ordem de 70%, sendo considerada a espécie de
caramujos mais susceptivel ao Schistosoma mansoni (REY, 1991; CIMERMAM,;
CIMERMAM, 2001). Juntamente com o Biomphalaria tenagophila (B. tenagophila) ¢ o
Biomphalaria straminea (B. straminea) constituem as espécies brasileiras do género
Biomphalaria naturalmente infectadas pelo S. mansoni, embora a espécie Biomphalaria
peregrina e a Biomphalaria amazonica possam ser consideradas vetores potenciais por ja
terem sido infectadas em laboratério (PESSOA; MARTINS, 1988; CIMERMAM;
CIMERMAM, 2001; DEJONG et al., 2001; SOUZA et al., 2001; NEVES, 2004; VIDIGAL et
al., 2004).

A diferenciagdo entre as diversas espécies do género Biomphalaria ja foi estabelecida
através de biologia molecular; Vidigal et al. (1998) utilizando técnicas de PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase) identificaram, através da analise de variagdes genéticas, espécies de

Biomphalaria provenientes do Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai.



Utilizando a metodologia da PCR, DelJong et al. (2001) realizaram o estudo
filogenético de 23 espécies de Biomphalaria, 16 neotropicais e 7 africanas, montando ao final
um panorama das relagdes evolucionarias ¢ biogeograficas do Biomphalaria, com especial

interesse em seu papel como hospedeiro do S. mansoni.

Através da PCR-RFLP (Reagcdo em Cadeia da Polimerase por Polimorfismo do
Comprimento de Fragmentos de Restri¢do), Vidigal et al. (2004) conseguiram diferenciar as

trés espécies hospedeiras do S. mansoni no Brasil.

Também através da PCR-RFLP, Spatz et al. (1994) conseguiram diferenciar
geneticamente a espécie B. occidentalis (Biomphalaria occidentalis) de subespécies da
espécie B. tenagophila, o que recebe grande importancia cientifica, levando-se em
consideracdo a semelhanga morfolégica entre a concha destas duas espécies, e a aparente

resisténcia do B. occidentalis ao S. mansoni (SOUZA et al., 2001).

2.1.1 Caracteristicas gerais do molusco Biomphalaria glabrata

Sua concha sinistrogira' ¢é uma estrutura com fungdo protetora, fortemente
mineralizada, constituida em mais de 95% por carbonato de calcio; em geral ¢ abrigo
permanente de uma parte do corpo do molusco onde se encontram as visceras envolvidas pelo
manto (delicada prega do tegumento, em forma de saco, que recobre toda a massa visceral do
animal, e depois se projeta como viseira sobre a cabega do animal). Trés camadas sao
observadas em sua constituicdo: o periostraco (camada mais externa, muito delgada e de
colora¢do variada), a camada calcaria (forma a maior parte da espessura da concha, ¢

constituida por prismas verticais de carbonato de célcio, cristalizado sob a forma de

! As conchas sdo classificadas de acordo com a dire¢iio da espira em dextrogiras e sinistrogiras. Nas conchas
dextrogiras, com o vértice voltado para cima, supondo-se um observador colocado no eixo da concha, este veria
seus giros crescerem da esquerda para a direita; enquanto que nas conchas sinistrogiras o sentido de crescimento
dos giros seria da direita para a esquerda, conforme observado no B. glabrata (PESSOA; MARTINS, 1988;
REY, 1991).



aragonita), ¢ o nacar (camada mais interna, lisa, brilhante, as vezes de aspecto irisado) (REY,

1991; FRANTSEVICH et al., 1995; STRZELCZAK et al., 2001).

O rim ¢ uma estrutura alongada, iniciando-se na parede da cavidade pericardica e
continuando-se na espessura da parede pulmonar até a borda do manto, onde termina por um
curto ureter. Na luz do 6rgdo, projetam-se numerosos septos revestidos por um epitélio de
células ciliadas ou ndo, com inlimeras granulacdes e concre¢des que vao sendo expulsas para
dentro da cavidade renal; vé-se ao longo do rim uma prega mucosa, saliente e pigmentada,

denominada crista renal (REY, 1991; NEVES, 2004).

O corpo desses moluscos apresenta dois sistemas de cavidades (cdmaras viscerais)
inteiramente distintos € sem comunicacdo entre si. O primeiro € representado por espagos
livres deixados pelas visceras e pelo tecido conjuntivo, sendo em parte irregular, constituido
por lacunas, e revestido de paredes proprias. O segundo sistema comunica-se com 0 meio
exterior através de nefridias, assim considerado uma camara excretora; ele se reduz a pequena
cavidade existente na regido pericardica, envolvendo o coracdo, por isso denominado

pericardio (PESSOA; MARTINS, 1988; REY, 1991).

O coragdo possui duas cavidades: auricula e ventriculo; o sangue ou hemolinfa
compde-se de elementos amebodides (hemocitos), um plasma rico em agua, cloreto de sédio,
bicarbonatos e hemoglobina dissolvida, que contendo ferro, permite a utilizacdo do oxigénio
dissolvido a baixa tensio (PESSOA; MARTINS, 1988; REY, 1991; VERRENGIA
GUERRERO et al., 1997).

Seu principal 6rgao respiratério € o saco pulmonar (que se abre na cavidade paleal,
sob o manto, através de uma prega denominada pneumdstoma), embora possam coexistir
pregas tegumentares ricamente vascularizadas, denominadas pseudobridnquias (PESSOA;

MARTINS, 1988; REY, 1991; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001; NEVES, 2004).

A organizagdo nervosa destes moluscos tem como centro um conjunto de ganglios
dispostos em torno do esdfago, atras do saco bucal. Os orgdos dos sentidos sdo: um par de
olhos, um receptor olfativo (osfrddia), um par de orgdos do equilibrio e orientagdo
locomotora (otocistos), receptores de contato sob a forma de elementos sensitivos (ex.:

tentaculos); além de quimioreceptores morfologicamente diferenciados ou nao, denominados



rinoforos (REY, 1991; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001).

O aparelho digestivo desses animais comega com a abertura bucal, localizada, por
vezes, na extremidade da tromba ou prosbocida; espessamentos cuticulares denominados

mandibulas, e um par de glandulas salivares que se abrem na cavidade bucal (REY, 1991).

No interior do saco bucal encontra-se a radula, fita alongada e revestida de numerosos
dentes quitinosos, cujos denticulos, em forma de ganchos tém as pontas dirigidas para trés
(PESSOA; MARTINS, 1988). A radula se movimenta para diante e para tras através de
musculos protatores e retratores, que movimentam tanto a radula como o suporte cartilaginoso
que a sustém. Todo esse conjunto faz com que os alimentos sejam ralados e a0 mesmo tempo,
dragados em direcdo ao esdfago (REY, 1991), alguns autores consideram a raddula como
estrutura responsavel pela eclosdo dos ovos embrionados, sendo assim classificada como um

orgao radiosensivel (OKAZAKI et al., 1996; MELO, 1998).

O esofago, bastante longo, conduz os alimentos até um musculoso estdbmago, que se
comunica com o hepatopancreas, um 6rgdo localizado na regido pildrica do estdmago, onde
sdao produzidas numerosas enzimas digestivas pelas células constituintes de seu epitélio, que
também se encarrega da absorcdo, acimulo de reservas nutritivas e excre¢dao. No caso de
contaminagdes ambientais, foi verificado o hepatopancreas como 6rgdo que retém as maiores
quantidades do poluente (PESSOA; MARTINS, 1988; REY, 1991; VERRENGIA
GUERRERO et al., 1997).

Os residuos da digestdo sdo evacuados pelo intestino, onde ocorre também a
reabsorcdo de agua (REY, 1991). Este longo intestino parte do estdbmago, percorrendo um
trajeto, inverso ao do esofago, indo se abrir ao nivel da pseudobranquia (PESSOA;

MARTINS, 1988).

Esses moluscos sdo seres hermafroditas, com gonada tnica, em forma de glandula em
cacho, provida de numerosos acinos, denominada ovoteste, onde dvulos e espermatozoides
formam-se lado a lado (PESSOA; MARTINS, 1988; REY, 1991; MONTEIRO; KAWANO,
1998; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001); essa ¢ uma outra razdo pela qual esses animais

sdo praticos para a experimentacao, considerando que ndo existem interferentes relacionados



ao género da espécie (MUNZINGER, 1987; NAKANO et al., 2003).

O numero de foliculos da ovoteste varia, significativamente, durante o crescimento do
animal; cada foliculo representa uma unidade de produg¢do de gametas masculinos e
femininos, assim o aumento no nimero de foliculos influencia no aumento do didmetro ou
comprimento da ovoteste. Comparado com a espécie B. tenagophila, o B. glabrata possui
nimero expressivamente maior de foliculos da ovoteste e de diverticulos da prostata, servindo
essa diferenca como uma das caracteristicas auxiliares na diferenciacdo entre as duas espécies

(MONTEIRO; KAWANO, 1998).

Os ductos genitais raramente sdo simples, o conduto ovispermatico bifurca-se
produzindo as vias femininas e as vias masculinas independentes; o oviduto recebe em seu
inicio o canal da glandula do albumem, que depois de certo trajeto torna-se um canal mais
dilatado, denominado glandula nidimental, esta ¢ seguida pelo utero e vagina, onde
desemboca o duto da espermateca (local onde os materiais excretados pelas diferentes partes

do sistema genital se acumulam) (REY, 1991; MONTEIRO; KAWANO, 1998).

Os espermatozoides se acumulam em diverticulos irregulares do conduto
ovispermatico, na por¢ao hermafrodita do sistema; ai tanto os gametas masculinos autoctones,
como aqueles recebidos durante a copula sdo armazenados (PESSOA; MARTINS, 1988;
REY, 1991), sendo que ¢ sabido que estes ultimos tém prioridade na fecundagdo,
prevalecendo assim a reproducgdo cruzada; além disso, em um par de moluscos, ambos podem
atuar como macho ou fémea (CIMERMAM; CIMERMAM, 2001; NAKANO et al., 2003;
COSTA et al., 2004; NEVES, 2004).

As vias masculinas compreendem o espermiduto, a glandula prostatica (ou préstata), o
canal deferente e o complexo peniano, onde encontramos duas formacgdes invaginadas, a bolsa
do pénis (contendo o Orgdo intromitente no seu interior) e o prepucio (mais calibroso,
musculoso e o primeiro a se exteriorizar durante a copula) (Figuras 2A e 2B). A extroversao
da bolsa do pénis e a penetracdo deste no aparelho genital feminino ocorrem depois que o
prepucio localizou a abertura vulvar. Uma caracteristica que difere a sub-familia Planorbinae
das demais, ¢ a auséncia de glandula peniana no prepticio e de flagelos na bolsa do pénis

(PESSOA; MARTINS, 1988; REY, 1991).
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bo- bolsa da glandula nidimental;

bv- bolsa vaginal;

ca- conexao entre 0s canais ovispermatico e da
glandula albuminosa, o oviduto e o
espermiduto;

cc- canal coletor do ovotestis;

cd- canal deferente;

ce- espermiduto;

ces- canal da espermateca;

co- canal ovispermético ou canal hermafrodita;

cp- canal prostatico;

e- espermateca;

ga- glandula do albimen;

0- oviduto;

ot- ovotestis;

p- prostata, com diverticulos prostaticos;

pr- prepucio;

ut- atero ou glandula nidimental;

v- vagina;

Vs- saco vérgico ou bolsa do pénis.

Figura 2 - A. Sistema genital dissecado do molusco Biomphalaria glabrata (35X).

B. Esquema do sistema genital do Biomphalaria glabrata (REY, 1991).
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Tallarico et al. (2004) realizando o teste do letal dominante em B. glabrata, estimaram
o periodo de espermatogénese da espécie em 36 dias, com a seguinte distribui¢do por
estagios: espermatogonia (1-13° dia), espermatocito (14-20° dia), espermatide e

espermatozoéide (21-36° dia).

A embriogénese destes animais também ja foi descrita em todas as suas etapas por

Kawano et al. (1992), ficando assim cronometrada:

- Primeira clivagem: Ocorre apés a fusdo dos pro-ntcleos masculino e feminino;

- Segunda clivagem: Acontece 80 minutos apos a primeira clivagem;

- Terceira clivagem: Apo6s 160 minutos da primeira clivagem;

- Quarta clivagem: Ocorre 230 minutos depois do inicio da primeira clivagem;

- Blastula: De 10 a 23 horas apés a primeira clivagem; observamos um emaranhado de
células em forma de cruz, que originarao quase toda a regido da cabega do

molusco (Figura 3. A);

- Géstrula: Da-se cerca de 24 a 39 horas da primeira clivagem. A supressdo da
gastrulagdo leva a ocorréncia de anomalias tais como malformacdes de
cabe¢a (monoftalmia, reduplicacio dos olhos,...) e exogastrulas

(OKAZAKI et al., 1996) (Figura 3. B);

- Troctfora jovem: Surge apos 40 a 65 horas da primeira clivagem, ¢ caracterizada

pelos primeiros movimentos embrionarios (Figura 3. C);
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- Trocofora: Ocorre aproximadamente 65 a 80 horas apds a primeira clivagem, onde
observamos que o embrido adquiriu um aspecto levemente alongado em

forma de rim (Figura 3. D);

- Véliger jovem: Entre as 80 e 100 horas que sucedem a primeira clivagem; podemos
ver a concha e os pés mais desenvolvidos, com desvios dessa concha

para a direita (Figura 3. E);

- Véliger: Ocorre em torno de 120 horas ap6s a primeira clivagem; os olhos se tornam
mais visiveis e a elevacdo da regido dos tentidculos pode ser observada,

assim como a boca, pés e concha (ESTEVAM et al., 2006) (Figura 3. F);

- Hipo: Esse estagio ocorre dentro das 144 horas posteriores a ocorréncia da primeira
clivagem; os olhos e tentaculos ja estdo bem desenvolvidos, o pé aumentado de
tamanho ¢ muito mais diferenciado. A concha comecga a enrolar ¢ envolver
quase todo o corpo do animal (Figura 3. G). Entre o sexto e o nono dia da

primeira clivagem, a 25°C, o jovem caramujo eclode da capsula (Figura 3. H).
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Figura 3 - Ciclo embrionéario do Biomphalaria glabrata. Fases: A - Blastula (40X);
B - Gastrula (40X); C - Trocéfora jovem (40X); D - Trocofora (40X); E - Véliger jovem
(40X); F - Veliger (40X); G - Hipo (40X); H - Animais recém-eclodidos (45X).
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2.1.1.1 Fisiologia e habitat do Biomphalaria glabrata

Essa espécie possui um tempo de vida médio de aproximadamente um ano
(CIMERMAM; CIMERMAM, 2001). Quando encontrada no ambiente natural caracteriza-se
por possuir uma concha grande (chegando a 3 ou 4 cm de didmetro, com 6 a 7 giros),
enquanto que quando obtida em criadouros sua concha apresenta-se um pouco menor (com
1 a 2,5 cm de diametro, e 4 a 6 giros) (PESSOA; MARTINS, 1988; REY, 1991; NEVES,
2004).

Os moluscos da familia planorbidac sdo predominantes nas regides litoraneas,
permanecendo a até 5 metros de profundidade, dentro dos limites da vegetacao fixada com
raizes. A freqiiéncia maxima do molusco no meio ocorre a menos de 2 metros de
profundidade, ou seja, os principais tipos de criadouros sdo corregos, valas de irrigagdo,
brejos, pocos e valas de drenagem; embora possam ser encontrados ainda em outras coleg¢des
de 4gua como lagoas, acudes e represas (PESSOA; MARTINS, 1988; CIMERMAM;
CIMERMAM, 2001).

O B. glabrata ¢ fototropico, alimentando-se predominantemente de vegetais. Em
laboratério consomem folhas de couve, alface, agrido ou cenoura fatiada. Em seu habitat
natural, o principal alimento ¢ constituido pelos residuos vegetais mortos, abundantes no
fundo e as margens das cole¢des liquidas, embora na auséncia destes residuos os caramujos
ataquem também outras folhas verdes. Os caramujos recém-eclodidos dependem da
abundancia de algas unicelulares no meio. Foi observado que animais letalmente irradiados
diminuem ou cessam a alimentacdo antes da morte (PESSOA; MARTINS, 1988;
CIMERMAM; CIMERMAM, 2001; NEVES, 2004; RUELAS et al., 2006).

Os sais de calcio utilizados na elaboracao da concha provém dos alimentos e ficam
reservados no hepatopancreas sob a forma de fosfatos. Sdo transportados pelo sangue até o

manto e transformados em carbonatos pela a¢do das fosfatases (REY, 1991).

Esses moluscos sdao capazes de viver em criadouros com condigdes bastante variaveis:
pH entre 5,6 e 8,4; concentragdo de matéria organica de 8 a 306 mg/L e cloretos de 75 a 2.100

mg/L (MUNZINGER, 1987; PESSOA; MARTINS, 1988; NEVES, 2004).
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Os animais vém a superficie em intervalos regulares para respirar o oxigénio livre do
ar, renovando seu conteudo pulmonar, embora sejam capazes de absorver o oxigénio a baixa

tensdo, retirando-o da agua através do tegumento (REY, 1987; PESSOA; MARTINS, 1988).

O B. glabrata ndo suporta temperaturas elevadas por muito tempo, refazendo-se do
calor excessivo através do abaixamento de sua temperatura durante a noite; as temperaturas
baixas reduzem o metabolismo e as posturas; as chuvas intensas também influenciam de
maneira negativa na manuten¢ao dos moluscos no ambiente. Em situa¢des adversas o animal
retira todo o seu corpo para dentro da concha (KAWAZOE, 1976; PESSOA; MARTINS,
1988; REY, 1991; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001; NEVES, 2004).

Nos moluscos gastropodes os hemocitos (células de defesa), associados com fatores
humorais da hemolinfa tais como lecitinas, proteinases alfa-macroglobulinas, TNF-o (Fator
de Necrose Tumoral-a) e similares da interleucina 1, representam os elementos fundamentais
de defesa do molusco contra patdgenos, especialmente o S. mansoni (VASQUEZ;
SULLIVAN, 2001; BEZERRA et al., 2003; AZEVEDO et al., 2004).

O B. glabrata pode comecar sua oviparidade com 5 a 7 semanas de vida, embora
normalmente o faga mais tarde, quando j4 atingiu 6 a 8 mm de didmetro (3 ou 4 meses de
vida) (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1964b; PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ,
1966; PESSOA; MARTINS, 1988). As desovas sdo feitas em intervalos regulares, geralmente
a noite, com emissao de um numero variado de ovos, medindo aproximadamente 100 um de
diametro, envolvidos em uma cépsula eldstica e resistente, transparente, que fica presa a
vegetacdo aquatica, ou em qualquer superficie sélida submersa ou flutuante (KAWANO et al.,

1992; CIMERMAM; CIMERMAM, 2001; NEVES, 2004; ESTEVAM, 2006).

Em 5 a 12 dias todos os ovos terdo eclodido, embora em condi¢des desfavoraveis esse
periodo possa aumentar para 15 a 20 dias; normalmente observa-se a eclosdo dos ovos dentro
de 6 a 9 dias, entretanto raramente todos os embrides de uma mesma capsula eclodem ao
mesmo tempo (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1964a; OKAZAKI et al., 1996). A
duracdo dos ciclos de clivagens também varia em diferentes capsulas de ovos, contudo dentro
de uma mesma céapsula de ovos a duracdo dos ciclos de clivagens ¢ a mesma para todos os
ovos (LABORDUS; DEUMER, 1982). Como ja mencionado, a oviparidade sofre influéncia

de fatores ambientais como a temperatura, turbidez da dgua, presenca de substancias toxicas
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no ambiente, ou mesmo parasitismo do molusco pelo S. mansoni (PERLOWAGORA-
SZUMLEWICZ, 1964b; KAWAZOE, 1977; PESSOA; MARTINS, 1988; MAGALHAES et
al., 2003).

Segundo Perlowagora-Szumlewicz (1966) o amadurecimento sexual da espécie
B. glabrata pode ser analisado pelas primeiras oviposi¢des, bem como pela viabilidade das
desovas. Ao chegarem a idade de 14 a 15 meses de vida os espécimes alcancam seu
comprimento maximo, juntamente com a perda ou diminui¢ao consideravel de sua capacidade

reprodutiva.

Um fato interessante sobre os sentidos deste animal ¢ que quando em colegdes de
aguas pouco profundas, o B. glabrata rasteja preferencialmente com o lado direito do seu

corpo voltado para cima (RUELAS et al., 2006).

2.2 Principais alternativas moluscicidas

As principais caracteristicas requeridas em moluscicidas® incluem: alta efetividade,
ndo interferéncia nas populagdes vegetais e animais do ambiente, baixo custo, praticidade e

facilidade de aplicacdo (PESSOA; MARTINS, 1988; GIORDANI et al., 2005).

A eficéacia dos moluscicidas no combate a uma determinada espécie pode variar desde
a obtencdo de sucesso em algumas areas até o completo fracasso em outras. Fatores
responsaveis pelo fracasso de um moluscicida, estao relacionados com o comportamento do
caramujo, as caracteristicas do habitat, e as caracteristicas fisicas e quimicas do componente

utilizado (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ; BERRY, 1964).

As principais classes de moluscicidas utilizados no combate ao caramujo B. glabrata

sdo as seguintes:

2 . . ~ . .. ~
Moluscicidas sdo agentes utilizados para eliminar popula¢des de moluscos.
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Moluscicidas biologicos: Existem muitos registros do uso de diferentes vegetais no combate
aos moluscos vetores da esquistossomose, tais como a castanha do caju (Anacardium
occidentale), o cip6 mata fome (Serjania salzmanniana), a graviola (Annona muricata), o
cipo-seda (Marsdenia altissima) e o jacaranda-banana (Swartzia langsdorffii) (REY, 1987,
SOUZA et al., 1992; EKABO et al., 1996; MAGALHAES et al., 2003; LUNA et al., 2005).

Outra forma de controle biologico se da pela utilizacdo de predadores naturais do
molusco B. glabrata que englobam diversas classes de animais como aves (ex.: patos,
marrecos, gansos, gavido caracoleiro), peixes (ex.: Tilapia, peixe-paraiso, apaiari), insetos
(ex.: hemipteros aquaticos, larvas da mosca Sciomizidae, larvas de libélula), queldnios
(cagado e tartaruga), sanguessugas ¢ moluscos competidores (B. straminea, B. occidentalis,
Helisoma duryi, Melanoides tuberculata; além de espécies como Pomacea sp. e Marisa
cornuaretis, que chegam a devorar exemplares e desovas do B. glabrata) (PESSOA;
MARTINS, 1988; ELMOR et al., 1992; GIOVANELLI et al. 2002; GIOVANELLI et al.
2003; COSTA et al., 2004; NEVES, 2004). A implantacao destes predadores, porém, exige
precisdo e cuidados, a fim de se evitar um desequilibrio no ecossistema (POINTIER, 2001;

BRUGNOLI et al., 2005).

Moluscicidas quimicos: O grande problema dos métodos quimicos ¢ a alta probabilidade de
interferéncias no meio ambiente, quando utilizados diretamente nele; no combate ao
B. glabrata ganham destaque compostos de cobre, cal, pentaclorofenato de soédio, compostos
organicos do estanho e a niclosamida, sendo esta ultima a mais atualmente utilizada;
entretanto nenhum destes possui especificidade para o B. glabrata (REY, 1987; PESSOA;
MARTINS, 1988; SOUZA et al, 1992; GIOVANELLI et al, 2002; NEVES, 2004;
GIORDANI et al., 2005).

Métodos fisicos: Outra possibilidade para eliminar a presenga dos moluscos no ambiente ¢ a
alteracdo fisica dos habitats através de drenagens, retificacdes de cursos d’adgua, modificagdes
de canais, remogao de vegetagdo aquatica, remog¢ao manual dos moluscos, etc. Esses métodos
freqiientemente tém efeitos colaterais benéficos sobre o melhor aproveitamento das areas para
fins agricolas; seu custo porém ¢ elevado, e seu éxito estd condicionado a prévios estudos

ecoldgicos (REY, 1987; PESSOA; MARTINS, 1988).
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Diversos métodos como ultra-som, radiacOes ultravioleta, radiagdes ionizantes,
correntes elétricas e campos magnéticos podem também ser empregados no combate aos
moluscos, porém sua aplicabilidade depende da conveniéncia e eficiéncia dos resultados
alcancados (LABORDUS; DEUMER, 1982; OKAZAKI et al., 1996; GIORDANI et al.,
2005; RUELAS et al., 2006). Farvar ¢ Cember (1969), por exemplo, consideram que as
radiagdes ionizantes sO podem ser consideradas moluscicidas efetivos, quando 100% da

letalidade ¢ conseguida dentro de oito dias.

Contudo, ja foi demonstrado que as radiagdes ionizantes constituem um método
eficiente de controle da proliferacao de outras espécies, como por exemplo, os insetos, devido
as mutagdes nas células germinativas, atuando como mutagenos diretos, com laténcia minima
de acdo, ndo requerendo distribui¢do ou metabolismo pelo organismo (TALLARICO et al.,
2004; DICK et al., 2005); desta forma, estudos com moluscos podem ser desenvolvidos com o

mesmo intuito.

2.3 Aspectos gerais da acdo da radiacéo ionizante sobre os sistemas bioldgicos

As radiagdes sdo caracterizadas como a difusdo de energia a partir de uma fonte, sendo
classificadas como ionizantes aquelas responsaveis por interagir com a constituicao atdmica
basica da matéria, e ndo ionizantes aquelas que interagem com a matéria sem alterar suas

caracteristicas atomicas (TAUHATA; ALMEIDA, 1984b; OKUNO, 1988; CNEN, 2005).

Entre as radiagdes ionizantes, cinco sao as mais estudadas, classificadas em

eletromagnéticas (raios X e y ) e corpusculares (a, B e néutrons). Estas radiagdes podem ser

naturais ou artificiais (TAUHATA; ALMEIDA, 1984a; CNEN, 2005; BITELLI, 2006).

Um pardmetro biolodgico conseqiiente a interagdo da radiagdo com os sistemas
biologicos ¢ o RBE (Eficiéncia Bioldgica Relativa, do inglés Relative Biological
Effectiveness), definido como a eficacia bioldgica concernente a cada tipo de radiagdo, que
significa a dose de radiagdo necessaria para se obter o mesmo efeito bioldgico obtido com a
dose unitaria de uma radiagdo tomada como padrdo; essa radiagdo padrdo ¢ caracterizada

como raios X de 250 kVp (ALPEN, 1998; POUGET; MATHER, 2001; CNEN, 2005). O
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efeito biologico considerado pode ser a morte celular, indu¢ao de danos ao DNA, aberragdes

cromossdmicas ou mutagdes (ROCHA, 1976; DOWD; TILSON, 1999).

Outro parametro também de interesse no estudo dos efeitos biologicos das radiagdes
ionizantes ¢ o LET (Transferéncia Linear de Energia, do inglés Linear Energy Transfer),
definido como a medida da faixa de energia absorvida pelo meio (keV/um), devido as
ionizacdes causadas pela radiagdo ionizante (CEMBER, 1996; BUSHONG, 1998; DOWD;
TILSON, 1999; BARACAT, 2000). Depende do tipo de radiagdo e de sua energia, ou seja,
quanto menor a energia da radiacdo, maior sera a probabilidade de interacdo com os dtomos

do meio absorvedor, por permanecer proxima destes por mais tempo (Figura 4) (ROCHA,
1976).
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Figura 4 - Tipica curva de sobrevivéncia das células expostas as radiagdes de alto e baixo
LETs. Adaptada de POUGET; MATHER, 2001.

O dano biologico ¢ maior, e a recuperacao ¢ mais lenta para radiagdes de alto LET, do
que para radiagdes de baixo LET (TAUHATA, 2003). A seguir um breve resumo das

caracteristicas gerais das cinco radia¢des ionizantes mais estudadas:
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Radiagdo X e gama (v ): Sdo radiagdes eletromagnéticas, diferindo principalmente quanto a

origem; os raios X tém origem na eletrosfera, enquanto que a radiacdo y origina-se no nucleo
do atomo. Possuem alto poder de penetragdo, baixo LET, interagindo com a matéria através
de trés processos basicos: efeito fotoelétrico, efeito compton e produgdo de pares (KELLER,
1981). A energia dos raios gama varia, em média, dentro de uma faixa de 10 keV a 3 MeV,
enquanto que os raios X podem ter qualquer energia, desde valores proximos de zero, até um
valor maximo, determinado pela energia do elétron incidente (OKUNO et al., 1986;
POUGET; MATHER, 2001). Sua blindagem ¢ realizada com materiais de alto niimero
atomico como o chumbo e a barita (GARCIA, 1998; BARACAT, 2000).

Radiacédo alfa (): Particula similar ao nucleo do hélio, com dois protons e dois néutrons,
carga positiva (2+) e massa cerca de 7000 vezes a massa do elétron. Possui trajetdria quase
retilinea e de curto alcance, com alto LET; podendo ser blindada com uma folha de papel
(TAUHATA; ALMEIDA, 1984a; OKUNO et al., 1986; BARACAT, 2000). A influéncia da
radia¢do alfa sobre a matéria se dd pela interagdo com a eletrosfera do alvo, através da
excitagio’ e da ionizacdo® (KELLER, 1981; CEMBER, 1996; GARCIA, 1998; POUGET;
MATHER, 2001).

Radiacdo beta (f): Termo utilizado para descrever elétrons de origem nuclear, carregados
negativamente (£ ) denominados négatrons, ou positivamente (3 *), neste caso denominados
positrons (TAUHATA; ALMEIDA, 1984a). Uma vez que as particulas beta sdo leves, sua
velocidade para uma determinada energia ¢ muito maior, com poder de ioniza¢do superior ao
das radiagdes X e y. Possuem trajetoria tortuosa, podendo ser blindadas com pléstico ou
aluminio (TAUHATA; ALMEIDA, 1984b; OKUNO et al, 1986; CEMBER, 1996;
BARACAT, 2000).

3 A excitagio caracteriza o estado no qual os elétrons de um 4tomo com excesso de energia, saltam para orbitais
mais externos, deixando assim um espago vazio na eletrosfera; ao retornarem para seus orbitais de origem esses
elétrons emitem o excesso de energia sob a forma de luz ou raios-x, denominados caracteristicos (ROCHA,
1976; SCAFF, 1997; GARCIA, 1998; TAUHATA et al. 2003).

* Tonizacdo é o processo no qual elétrons sdo arrancados do 4tomo ao receberem energia da radiagdo incidente,
formando-se assim o par idnico (elétrons errantes + atomo, agora positivamente carregado), elétrons livres ou
radicais livres, quando ocorre a quebra das ligagdes quimicas. A ionizagdo é denominada direta quando
ocasionada pela radia¢do incidente, e indireta quando ¢ ocasionada por produtos secundarios a ag¢do dessa
radiagdo incidente. A energia média aproximada para a producdo de um par de ions no ar ¢ de 34 eV (ROCHA,
1976; TAUHATA; ALMEIDA, 1984a; OKUNO, 1988; SCAFF, 1997; GARCIA, 1998).
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Néutrons: Sdo particulas que ndo possuem carga, com alto poder de penetragdo e alto LET
(BARACAT, 2000); percorrem grandes distancias no meio antes de interagir com o nucleo
dos atomos que o compdem (OKUNO et al., 1986). A exposigdo a estas particulas é perigosa,
levando em consideracdo sua intensa penetracdo, devendo ser blindadas com materiais ricos
em hidrogénio (ex.: d4gua ou parafina), devido a alta se¢do de choque que o hidrogénio possui
para néutrons. Sua absorcao ¢ acompanhada pela emissao de raios gama, assim recomenda-se

utilizar também materiais de alto nimero atdomico na blindagem (OKUNO, 1988).

A agdo das radiagdes sobre os seres vivos ocorre em parte pelos efeitos diretos, onde a energia
da radiagdo ¢ transferida diretamente a molécula alvo, causando ionizacdo ou excitagdao; ou
em sua maioria, pelos efeitos indiretos, que consistem na interacdo da radiagdo com as
moléculas do meio, principalmente a agua, originando subprodutos denominados radicais
livres (ex.: OH-, H-) (ROCHA; HARBERT, 1979; BARACAT, 2000; STRZELCZAK et al.,
2001; BITELLI, 2006). Estes por sua vez sao compostos altamente reativos que interagem

com as biomoléculas alvo (GARCIA, 1998).

A presenca de oxigénio no ambiente irradiado induz a formagdo de radicais livres
peroxidantes, os quais ndo permitem a recombinacdo da estrutura atingida para a molécula
original, e levam ao aumento de radicais livres no meio, potencializando os efeitos danosos ao

sistema biologico (GAYARRE, 1994; GARCIA, 1998; BITELLI, 2006).

A radiacao ionizante provoca nas células diversas respostas que podem ou nao leva-las
a morte, dependendo da estrutura atingida e da reparacdo celular dos danos radioinduzidos

(TAUHATA; ALMEIDA, 1984c; BARACAT, 2000; MOORE, 2002).

Outros aspectos inerentes as radiagdes ionizantes, e interferentes sobre seus efeitos
bioldgicos devem ser observados, tais como: o tipo de radiagdo empregada, a quantidade de
energia liberada no percurso desta (LET), a atividade da fonte radioativa e a dose aplicada
(POUGET; MATHER, 2001). Pode-se observar ainda, que o dano biolégico produzido pela
radiacdo ionizante aumenta com o aumento da dose, ou seja, com a quantidade de energia
absorvida da radiacdo; assim podemos definir o conceito de dose absorvida como a
quantidade de energia depositada por unidade de massa do material irradiado (ROCHA, 1976;
TAUHATA; ALMEIDA, 1984a; ALPEN, 1998; CNEN, 2005).
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A unidade antiga de dose absorvida era o rad (Dose de Radiacdo Absorvida, do inglés
Radiation Absorbed Dose), que esta sendo substituida pelo Gray (Gy), equivalente a um joule
(J) por quilograma (kg) de massa, conforme descrito na eq. (1) (TAUHATA; ALMEIDA,
1984a; ALPEN, 1998; ICRU, 1998).

1Gy=100rad=17J. kg (1)

Outra unidade importante para avaliar os efeitos biologicos das radiagdes ionizantes €
a taxa de dose da fonte de radiacdo, definida como a quantidade de dose depositada pela fonte
em um dado intervalo de tempo. Quanto maior for a taxa de dose, menor sera o tempo de

exposigdo (ROCHA, 1976; ICRU, 2005).

Existem, no entanto, modificadores das respostas biologicas a radiacdo ionizante,
como ja mencionado o oxigénio que aumenta em aproximadamente trés vezes os efeitos da
radiacdo sobre a célula, e os seqiiestradores de radicais livres, que, por outro lado, protegem
as células de tais efeitos (GAYARRE, 1994; BUSHONG, 1997; DOWD; TILSON, 1999;
BITELLI, 2002; MOORE, 2002).

Analisando o surgimento de uma radiolesdo, o primeiro fendmeno que ocorre na
interac¢dao da radiagdo com o ser vivo ¢ fisico, ¢ consiste da ionizacdo e excitagdo dos atomos
com a absor¢do de energia da radiagdo pelas biomoléculas. Este fendmeno se processa no
curto intervalo de tempo de 10™'® segundos. Em seguida ocorre o estagio fisico-quimico (10
segundos) caracterizado pelo rompimento das ligagdes quimicas das moléculas, com

formacao de radicais livres.

Na seqiiéncia, iniciam-se os danos quimicos, ou seja, o estagio no qual os radicais
livres produzidos interagem com as moléculas orgénicas vitais para a célula, danificando-as;
este fenomeno dura alguns poucos segundos. Finalmente tem-se o estagio biologico que pode
ser imediato ou tardio, o primeiro ocorrendo até¢ 60 dias apds a exposicdo, e o segundo

refletindo-se ao longo dos anos ou geragdes, caracterizando as manifestagdes fisiologicas dos
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efeitos da radiagdo ionizante sobre o organismo (ROCHA; HARBERT, 1979; TAUHATA;
ALMEIDA, 1984c; OKUNO, 1986; OKUNO, 1988; TAUHATA, et al. 2003).

Em 1906, Bergonié e Tribondeau postularam que um tecido ¢ tanto mais sensivel ao
efeito das radiacdes, quanto mais imaturas e menos diferenciadas as células que o compdem,
mais intensa sua atividade metabolica, ¢ mais longo o seu futuro cariocinético (ROXO-
NOBRE; JUNQUEIRA, 1967; MOSS; BRAND, 1973; BUSHONG, 1997; DOWD; TILSON,
1999).

Diversos autores tém avaliado os moluscos como possiveis modelos bioldgicos em
estudos sobre a interacdo da radiagdo com os organismos vivos, conforme apresentado a

seguir.

2.3.1 Radiobiologia dos moluscos

Os parametros utilizados na radiobiologia de moluscos para analise dos efeitos das
radiacdes ionizantes podem ser observados por meio da mortalidade dos animais expostos,
assim como por meio da inviabilidade de seus descendentes, observada através das mortes e

malformagdes dos embrides produzidos por esses animais irradiados.

A mortalidade ¢ o critério utilizado para determinar a letalidade de uma populacao
exposta a radiagdo ionizante. Este parametro ¢ analisado pela dose letal (DL) para 50% da
populacdo exposta, dentro de periodos de tempo pré-determinados; as mais utilizadas
consistem da DLsgs0, definida como a dose na qual observa-se a morte de 50% dos
organismos, ap6s 30 dias da exposicao as radiagdes ionizantes; a DLsg0 representando a dose
na qual 50% dos organismos morre em 60 dias pds-irradiagdo; e a DLsg9o caracterizando a
dose na qual 50% dos individuos morre em 90 dias apdés a administracdo da dose

(PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1964a; ROCHA, 1976).

A inviabilidade ¢ caracterizada por alteragdes observadas nos embrides originarios dos

individuos expostos, classificadas segundo os critérios de Geilenkirchen (1966):
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*  Embrides Mortos — Aqueles que ndo conseguem sobreviver, culminando em um aspecto

entumescido (Figura 5. A).

- Exogastrulas — Embrides vesiculares, que ndo sofreram invaginagdo do arquéntero’

(Figura 5. B).

*  Embrides Malformados ou Teratomorfos — Todas as malformacdes visiveis ao
microscopio estereoscopico; tanto as especificas como, por exemplo, as malformagdes de
cabega, olhos e concha; como as inespecificas, caracterizadas pelo desenvolvimento
anormal do embrido, impossibilitando a identificagdo da malformacdo (Figuras 5. C e

5.D).

A eclosdo ¢ caracterizada como a etapa final do desenvolvimento embriondrio normal,
quando os caramujos alcangam o meio exterior (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ,
1964b).

> Arquéntero ou intestino primitivo é a cavidade da gastrula nos embrides dos animais. Comunica-se com o
exterior por um orificio denominado blastoporo. A medida que ocorre o dobramento do embrido, pela divisdo
dos macrémeros e micromeros, forma-se uma nova cavidade no interior do mesmo, sendo o arquéntero o
responsavel pela formagao da cavidade digestiva dos animais adultos. Em alguns grupos o blastoporo originara a
boca, enquanto que em outros daré origem ao anus.
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Figura 5 - Alteracdes observadas nos caramujos Biomphalaria glabrata expostos a
agentes teratogénicos. A — Embrido morto (35X); B — Exogéstrula (40X);
C e D - Embrides malformados (35X).

Tallarico et al. (2004), trabalhando com moluscos B. glabrata, afirmaram que as
células germinativas em estagios mais jovens sao mais sensiveis aos efeitos letais da radiagao,
enquanto que as células nos estagios de espermatogénese mais avangados sdo mais sensiveis

as mutagdes letais dominantes ocasionadas pelas radiagdes ionizantes.

Através do teste do letal dominante, utilizando doses de radiagao gama de 2,5; 10 e 20
Gy, de uma fonte de 60C0, a uma taxa de dose de 0,40 Gy/min, esses autores conseguiram
estimar o periodo de espermatogénese do caramujo B. glabrata. Trouxeram, assim, grande
contribuicdo na padronizagdo de novos testes para estudos de agentes fisicos e quimicos
capazes de alterar a reproducao desses animais, causando infertilidade, mesmo que
temporaria, considerando que apos 36 dias os animais irradiados recuperaram os niveis

normais de fertilidade.
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Confirmando este efeito esterilizador das radiagcdes ionizantes, Motta e Melo (1997a)
encontraram reducdes na fecundidade de moluscos B. straminea, isolados e em colOnia,
irradiados com doses de 2,5; 5; 7.,5; 10; 15 e 20 Gy, com fonte de %Co a uma taxa de dose de
0,97 Gy/min. Esta redu¢do na fecundidade, porém, mostrou-se aleatoria, com picos de altos e
baixos em relagdo a dose de radiagdo recebida; entretanto, para a dose de 15 Gy foi observado
um aumento no numero de massas de ovos e numero de ovos produzidos pelos animais
irradiados em relacdo ao grupo controle; efeito ndo observado para nenhuma outra dose a que
os animais foram expostos, sugerindo que esta dose de 15 Gy produziu um aumento no

estimulo hormonal, ou na atividade reprodutdria hermafrodita destes individuos.

Trabalhos desenvolvidos por Motta e Melo (1997b) observaram que caramujos B.
straminea quando em colonias apresentaram maior radiosensibilidade que os moluscos
mantidos sob isolamento reprodutivo, denotando uma possivel producdo de fatores
radiosensibilizadores organicos ou hormonais, quando os animais encontram-se em

reproducao sexuada.

Ainda neste trabalho, os referidos autores acharam uma DLsy;30 de 70 Gy para os
grupos colonizados € uma DLsg39 de 107 Gy para os grupos isolados, quando irradiados com

fonte de ®°°Co a uma taxa de dose de 0,97 Gy/min (MOTTA; MELO, 1997b).

Realizando experimentos com o molusco B. glabrata, Motta et al. (2001), encontraram
resultados semelhantes aos achados com o B. straminea. Irradiando com fonte de 60C0, taxa
de dose de 0,97 Gy/min, grupos de moluscos em colonias e grupos em isolamento
reprodutivo; estes autores encontraram uma maior sensibilidade dos animais em colonia
quando comparados aos animais isolados; achando uma DLs;30 de 59 Gy para os grupos em

colonias e uma DLsg30 de 218,2 Gy para os grupos em isolamento.

Levando-se em consideracdo que no ambiente natural estes animais encontram-se
agrupados, além de sua preferéncia pela reprodu¢do cruzada, e seu maior indice reprodutivo
quando em grupos, do que em isolamento (COSTA et al., 2004), tais resultados ganham maior
importancia quando se deseja padronizar um protocolo para o controle populacional de

moluscos aquaticos.
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No entanto, as pesquisas tém demonstrado que, embora a radiosensibilidade dos
moluscos seja diretamente proporcional a dose de radiagdo administrada, deve-se levar em
consideracdo que a manipulacdo dos moluscos durante as exposi¢des pode contribuir para a

mortalidade dos mesmos (MOTTA; MELO, 1997b; MOTTA et al., 2001).

A fim de analisar as interferéncias da radiacdo ionizante sobre o crescimento dos
caramujos, Motta et al. (1999) irradiaram exemplares de B. straminea em fonte de %Co (taxa
de dose de 0,97 Gy/min), com doses de 2,5; 5; 7,5; 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50; 55; 60;
80; 160; 320 e 640 Gy. Os resultados encontrados mostraram que apenas para doses de 20 ¢
80 Gy, o tamanho da concha dos caramujos foi superior ao do grupo controle, tanto para os
animais em isolamento, como para aqueles em colonias; sendo, no entanto, que a curva de
crescimento para os animais isolados alcangou uma maior amplitude do que a observada para

0s animais em colonias.

Segundo esses autores, a radia¢do estimularia no animal uma tentativa de garantir a
perpetuacdo de sua espécie através da reproducdo hermafrodita, justificando o aumento das
conchas devido ao aumento na ovotestis dos moluscos; a auséncia de estimulo para
crescimento das conchas nas doses acima de 20 Gy seria justificada pela morte dos animais
durante a andlise, gragas aos efeitos letais da radiacdo, ocasionando variagcdes no didmetro

médio do comprimento das conchas (MOTTA et al.; 1999).

Utilizando raios X com doses entre 3000 R® (26,4 Gy) e 30.000 R (264 Gy),
Perlowagora-Szumlewicz (1964a) observou que moluscos B. glabrata com 2 a 7 dias de vida
mostraram-se mais radiosensiveis do que moluscos adultos jovens com 44 dias de vida. Seus
resultados indicaram uma DLsggo entre 6000 R (52,8 Gy) e 9000 R (79,2 Gy) para uma

populagdo heterogénea de moluscos adultos e jovens.

Observando os embrides originarios de ovos irradiados, Perlowagora-Szumlewicz
(1964b) constatou diminui¢do na sobrevivéncia destes, com aumento no nimero de embrides

malformados e mortos. Entretanto, os moluscos que sobreviveram a irradiacdo apesar do

1 R=8,8x10° Gy
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retardo em atingir sua maturidade sexual, e da infertilidade observada nos primeiros meses de

maturidade sexual, apresentaram recuperacao ap6s o inicio de sua vida reprodutiva.

Corroborando estes dados, Perlowagora-Szumlewicz e Berry (1964) irradiando ovos
de B. glabrata, em diferentes periodos embrionarios, com fonte de raios X, encontraram que
doses sub-letais de radiagdo retardam o desenvolvimento dos embrides. A eclosdao dos
embrides foi inversamente proporcional & dose e diretamente proporcional a idade do

embrido.

Também estudando os efeitos da radia¢do ionizante sobre embrides de B. glabrata,
Okazaki et al. (1996) analisaram as malformacdes, morte e eclosdo dos embrides expostos a
radiagdo gama do ®’Co (taxa de dose 136 Gy/h) no estagio de clivagem, blastula, gastrula,
trocofora jovem e trocofora. Os resultados demonstraram que no estagio de clivagem o
embrido foi aproximadamente 4 vezes mais radiosensivel que no de troc6fora. Os estagios de
blastula, gastrula e trocofora jovem apresentaram uma maior susceptibilidade a indugdo de

malformagoes.

Em relacdo as malformagdes, esses autores observaram que aquelas consideradas
inespecificas predominaram em todos os estdgios embriondrios e em todas as doses
investigadas, em uma freqiiéncia dose dependente; ja as malformagdes especificas tais como
duplicacdo dos olhos e malformagdes de cabega como monoftalmia foram observadas nos
ovos irradiados nos estagios mais precoces, enquanto que os estdgios mais avancados do
desenvolvimento embriondrio apresentaram malformag¢des de concha e inversdo do

estomodeu (OKAZAKI et al., 1996).

O trabalho de Okazaki et al. (1996) mostrou ainda que a freqiiéncia de malformagdes
aumentou rapidamente com o aumento das doses de radiacdo administradas, alcangando o
maximo entre o 5° e o 8° dia apos a irradiagdo, e posteriormente decrescendo devido a morte
gradual dos embrides. O estagio de trocofora apresentou maior freqiiéncia de eclosdo,
provavelmente porque nos estdgios mais precoces as malformagdes levaram a morte

prematura dos embrides, de tal modo que estes nem alcangavam o periodo de eclosdo.

Entretanto, tais malformagdes responsaveis por impedir que os embrides completem

seu periodo de evolugdo, culminando na eclosao, ndo sdo caracteristicas apenas das radiagdes



29

ionizantes; diversas outras fontes de mutagdes como a cafeina, o ultra-som e as radiagoes
ultravioleta podem ocasionar prejuizos ao desenvolvimento embriondrio normal do molusco

(LABORDUS; DEUMER, 1982; OKAZAKI et al.; 1996).

Sabendo-se que os hemocitos e os produtos de sua secrecdo sdao elementos
fundamentais no processo de imunidade dos moluscos, Bezerra et al. (2003) tentaram, através
da irradiacdo com 10 krad (100 Gy) de uma fonte de %Co, interferir em sua fungio, de forma
que uma linhagem de B. tenagophila resistente a infeccdo pelo S. mansoni, se tornasse
susceptivel. Seus resultados demonstraram que a radiagdo ionizante ndo interferiu no sistema

de defesa desta linhagem resistente ao helminto transmissor da esquistossomose mansonica.

Com o intuito de explorar mais profundamente o mecanismo de defesa dos moluscos
para erradicar a primo-infecg¢@o pelo S. mansoni, Azevedo et al. (2004) irradiaram caramujos

137, com taxa de dose de 2,72 Gy/min7, com doses de

B. glabrata por meio de uma fonte de Cs
20, 30, 40 e 50 Gy. Foi confirmado, através de estudo histologico, que a ovotestis foi o 6rgao
mais sensivel a irradiacdo; entretanto, contrariando os achados de Bezerra et al. (2003), seu
estudo revelou um aparente decréscimo no numero e fungdo dos hemoécitos como resultado da

irradiagao.

Embora diversos trabalhos tenham sido realizados investigando os efeitos da
exposi¢ao de moluscos Biomphalaria as radiacdes gama, até o presente momento nao
encontramos nenhuma referéncia sobre os efeitos da radiagdo gama de alta taxa de dose

atuando sobre a reproducdo destes animais.

Apenas Farvar e Cember (1969) utilizaram fonte de cobalto-60 de alta taxa de dose
(1,25 kGy/h) no controle de moluscos B. glabrata; entretanto como seu objetivo era a
mortalidade da espécie, as altas doses utilizadas e o curto espago de tempo nos quais os
animais morreram ndo permitiram o estudo dos efeitos bioldgicos da radiacdo ionizante, seja
sobre a reprodu¢do da populacio exposta, seja sobre qualquer outra funcao fisioldogica normal
do organismo. Os resultados mostraram que doses de radiacao entre 1500 Gy e 2500 Gy sao

capazes de destruir completamente uma populagdo inteira de B. glabrata em

7 Comunicagdo pessoal de ANDRADE, Z. A. (um dos autores do trabalho citado).
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menos de 19 horas ap0s a irradiagao.

Ainda que os trabalhos aqui apresentados denotem uma alta sensibilidade dos
moluscos do género Biomphalaria a doses de radiagdo maiores que uma centena de grays,
vale ressaltar que esse padrao ndo € seguido por todo o filo Mollusca. Moraes et al. (2000) e
Collins et al. (2005), por exemplo, irradiando ostras com doses da ordem de kilograys, a fim
de eliminar microorganismos patogénicos, conseguiram abolir o risco de contaminagdo

alimentar, sem, no entanto, inviabilizar a sobrevivéncia do molusco.

Da mesma forma, Harewood et al. (1994), irradiando mariscos Mercenaria
mercenaria encontraram correlagdes negativas significantes entre as doses de radiagdo
administradas e as concentracdes bacterianas nas amostras analisadas; entretanto doses
maiores que 0,5 kGy acarretaram prejuizos nas taxas de sobrevivéncia dos mariscos, nao

sendo suficientes para inviabilizar as formas vegetativas das bactérias e os virus nas amostras.

Conquanto moluscos sejam uteis como possiveis bioindicadores de contaminacio
ambiental, devido a capacidade que tém de acumular produtos excedentes no ambiente em
que vivem (FRANTSEVICH et al.; 1995), sabe-se que determinadas espécies se tornaram
verdadeiras pragas, representando perdas econdmicas e ambientais significativas

(BRUGNOLI et al., 2005).

Para o estabelecimento de uma técnica visando o controle dessas espécies
consideradas pragas, se faz necessario maiores estudos com diferentes agentes. A radiacao
ionizante, por exemplo, vem se mostrando eficiente no controle de insetos considerados
danosos para a agricultura. Os resultados desta técnica indicam esterilidade temporaria ou
permanente, em machos ou fémeas, conforme a espécie objetivada. Estes estudos foram
iniciados em 1916 por Runner, ¢ hoje a sociedade usufrui dos beneficios implementados por

eles (DICK et al., 2005).

Em relagdo a extrapolacdo da técnica de esterilizacdo através das radiagdes ionizantes
para moluscos, ainda sdo necessarios diversos aprimoramentos, para que em um futuro bem

proximo a sociedade possa ser beneficiada também com estas aplicagdes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem, Criacéo e Manutenc¢do dos Moluscos

Moluscos B. glabrata oriundos de Sdo Lourengo da Mata - Pernambuco/Brasil, ¢
mantidos no moluscéario do Laboratorio de Radiobiologia do Departamento de Biofisica e
Radiobiologia (DBR) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) foram utilizados neste
trabalho. Os caramujos adultos, pigmentados, mantidos em laboratorio e negativos quanto a
presenca do S. mansoni, foram cultivados em aquarios plasticos (capacidade para 20 litros)
com agua filtrada e declorada (filtro Purity-Bella Fonte®), trocada semanalmente, com
pH = 7,0 e temperatura média de 25 °C. Os moluscos foram alimentados diariamente com

alface fresca (Lactura sativa) (Figura 6).

Figura 6 - Aquérios de criacao dos caramujos Biomphalaria glabrata adultos no
moluscario do DBR-UFPE.
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3.2 Metodologia de irradia¢éo dos moluscos

Foram pré-selecionados 90 moluscos B. glabrata e mantidos em isolamento
reprodutivo durante 5 dias para verificagdo da maturidade sexual. Para os experimentos foram
selecionados 60 individuos, sexualmente maduros, com diametro de concha entre 10 ¢ 16
mm. Os animais foram separados em 6 grupos de 10 animais cada; sendo 1 grupo tomado
como controle (ndo irradiado), e os demais irradiados através de uma fonte Gammacell *Co
(modelo 220 Excel-MDS Nordion; taxa de dose de 10,040 kGy/h, em 23 de margo de 2007)
do Departamento de Energia Nuclear da UFPE (Figura 7). Os grupos foram irradiados com
20, 30, 40, 50 e 60 Gy.

Figura 7 - Fonte Gammacell ®°Co, utilizada na irradiacéo dos animais.

Inicialmente, em um projeto piloto, os animais foram irradiados com doses de 17, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60 Gy, e os embrides originarios destes moluscos foram coletados
e analisados quanto a viabilidade. Pequenas diferengas percentuais foram observadas nos
efeitos da radiacdo gama sobre os grupos nos intervalos de 5 Gy, com isso, optou-se por
manter um intervalo de 10 Gy entre as doses investigadas, evitando o sacrificio desnecessario

dos animais de laboratorio.
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Esse maior intervalo entre as doses proporcionou também melhores condig¢des
logisticas para a realizagdo do trabalho, evitando parti¢des das amostras e subdivisdes dos

experimentos.

Durante a irradiagdo, os caramujos foram mantidos em tubos conicos (Falcon®) de 50
mL, em grupos de 5 caramujos por tubo, intercalados com finas camadas de gaze embebidas
em agua destilada, para a manuten¢do da umidade e do isolamento reprodutivo dos animais.

Os tubos que receberiam doses iguais foram irradiados simultaneamente (Figura 8).

Figura 8 - Tubos conicos onde os moluscos foram mantidos durante a irradiagéo.

3.3 Analise da fecundidade, fertilidade e sobrevivéncia dos moluscos irradiados

Apos a irradiagdo, os animais foram mantidos em aquarios individuais (capacidade
para 180 mL), com agua filtrada e declorada (filtro Purity-Bella Fonte®), pH em torno de 7,0;
temperatura média de 25 °C e alimentados diariamente com alface fresca (Lactura sativa); foi
realizada a troca semanal da dgua dos aquérios. Pequenas folhas quadradas de plastico, de
dimensdes aproximadas de 2 x 2 cm, foram colocadas sobre a superficie da 4gua para facilitar

a coleta das desovas (Figura 9).
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Figura 9 - Aquérios individuais utilizados para a manutenc¢do do isolamento sexual dos
caramujos apos a irradiagao.

As desovas dos animais, tanto dos irradiados como dos controle, foram coletadas
diariamente durante 8 dias, colocadas em uma placa de cultura de células com 24 pocos
(TPP® e Costar®), preenchidos com agua destilada, e analisadas com o auxilio de um
estereomicroscopio (Wild-M3;B Heerbrugg® ou Tecnival®) para determinagdo da fecundidade

e fertilidade dos animais.

A fecundidade foi determinada pelo nimero de embrides produzidos por cada animal
no periodo de tempo de 8 dias, estipulado para a coleta dos ovos; seguindo-se de uma andlise
das desovas por 10 dias, para a determinacdo da fertilidade, que por sua vez representa a

quantidade de embrides viaveis em cada desova, segundo os critérios estabelecidos por
Geilenkirchen (1966).

Durante o periodo de andlise, as desovas foram mantidas em estufa de demanda
bioquimica de oxigénio (B.O.D.) (Eletrolab-122FC®) com temperatura média de 25 °C, para
acompanhamento do desenvolvimento embrionario através de analises no 1°, 2°, 6°, 8°, 9° e

10° dia ap0s a irradiagdo, quando entdo a analise era encerrada.

Em nossa analise, os embrides aparentemente normais que nao haviam eclodido até o
10° dia, bem como aqueles que apresentavam malformagdes de cabeca, olhos, concha e as
exogastrulas, assim como malformagdes inespecificas, foram considerados sob a denominacao

geral de embrides malformados.
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No intuito de confirmar as observagdes de Talarico et al. (2004), no que diz respeito a
recuperagao da fertilidade dos animais irradiados, mantivemos os caramujos sob observacao

durante 60 dias, com coleta e analise das desovas a cada dois dias.

Os animais adultos irradiados foram observados durante 15 dias para determinagdo da

porcentagem de individuos sobreviventes.

Todo o protocolo experimental desenvolvido neste trabalho foi realizado em duplicata
para confirmacdo da reprodutibilidade dos resultados. As diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis, analisado através

do programa BioEstat, versao 5.0 (AYRES et al., 2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anélise dos efeitos da radiacdo gama sobre a fecundidade do Biomphalaria glabrata.

As Tabelas 1 ¢ 2 mostram a fecundidade dos moluscos irradiados ¢ nao irradiados.
Pode-se observar um aumento no numero de ovos e embrides, respectivamente, produzidos

pelos individuos expostos a radiacdo gama.

Levando-se em consideracdo que ndo foi incomum encontrarmos ovos de B. glabrata
vazios, ou com dois ou mais embrides, a analise do nimero de embrides mostrou-se um
pardmetro mais eficaz no exame das alteracdes ocasionadas pela radiagdo ionizante na

fecundidade do animal.

Tabela 1 - Namero de massas oviferas depositadas pelos caramujos, segundo cada dose
de radiacdo administrada.

Dose de radiacéo . 5 o ’
- Quantidade de massas oviferas Meédia de ovos/massa ovifera
administrada (Gy)

0 95 13,1 £6,7
20 110 14,5 £5,5
30 142 13,4 £6,4
40 118 16,4 £7,1
50 133 16,0 £7,7

60 131 13,6 6,3
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O teste de Kruskal-Wallis, demonstrou diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) apenas entre a quantidade de massas oviferas produzidas pelos animais controle e os
animais irradiados com 30, 40, 50 e 60 Gy; e entre a quantidade de massas oviferas

produzidas pelos animais irradiados com 20 e 30 Gy.

Observa-se que os animais irradiados produziram maior quantidade de massas oviferas
que os animais controle. Analisando o nimero de ovos por massa ovifera, o Kruskal-Wallis
revelou diferengas estatisticamente significativas entre os animais controle e apenas os
irradiados com 40 e 50 Gy. Quando se comparou os grupos irradiados com 20 e 40 Gy; 30 e
40 Gy; 30 e 50 Gy; 40 e 60 Gy e 50 e 60 Gy, o teste também revelou diferengas significativas

(p<0,05) entre esses grupos.

Essas observacoes diferem dos resultados encontrados por Motta e Melo (1997a),
quando compararam os efeitos da radiacdo gama de baixa taxa de dose sobre a fecundidade de
caramujos Biomphalaria straminea em colonia e isolados, encontrando que a radiagdo

diminuiu a quantidade de massas oviferas e ovos produzidos pelos animais expostos.

Embora a literatura cientifica afirme que moluscos B. glabrata desovem em média 20
a 50 ovos por massas oviferas (ESTEVAM et al., 2006), neste trabalho foi encontrado que
mais de 65% das massas oviferas produzidas, tanto pelos individuos irradiados como pelos
nao irradiados, apresentavam menos de 20 ovos; tais resultados diferem também dos achados
de Costa et al. (2004), que encontraram uma média de 4,6 ovos por cépsulas oviferas

depositadas por caramujos B. glabrata quando em isolamento individual.

Nenhum dos animais, em cada um dos grupos analisados, chegou a produzir desovas
com 50 ovos; a quantidade maxima de ovos encontrada por desova em cada grupo de animais
foi 35, 27, 27, 34, 44 e 29 ovos por massa ovifera, para os grupos controle e irradiados com

20, 30, 40, 50 e 60 Gy respectivamente.

Dificuldades surgiram durante o exame das desovas; assim como Elmor et al. (1992),
encontrou-se neste experimento desovas globosas que demandaram mais tempo de andlise
para certificagdo da quantidade de ovos presentes na massa gelatinosa; devido a forma dessas

desovas, houve uma sobreposicao dos ovos, atrapalhando a contagem.
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Observou-se também que um mesmo animal poderia depositar capsulas grandes e
pequenas, com numero variado de ovos, em um mesmo dia de coleta. A vivéncia no
laboratério sugeriu ainda que, concordando com os achados de Kawazoe (1977) e Elmor et al.
(1992), o processo de deposicao dos ovos sofreu influéncia de fatores externos tais como as
estagdes do ano e a temperatura ambiente; sendo constatado que em determinados periodos do

ano a freqiiéncia com que os animais desovavam diminuia.

Algumas desovas apresentaram ovos vazios com tamanhos menores e formas
anormais; o numero de ovos vazios apresentou-se maior para os animais que receberam doses
maiores de radiagdo, aumentando em freqiiéncia a medida que passavam mais tempo no

isolamento (Figura 10).

Figura 10 - Desova de um animal irradiado contendo apenas ovos vazios.

A Tabela 2 apresenta o numero de embrides produzidos por cada grupo de caramujos

ao longo dos 8 dias de coleta.
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Tabela 2 - NUmero de embrides originarios de Biomphalaria glabrata irradiados e néo
irradiados.

Dose de radiacdo administrada (Gy) Numero de embrides produzidos

0 1251
20 1619
30 1756
40 1968
50 2107
60 1771

Observa-se uma maior produgdo de embrides pelos animais irradiados em relacdo aos
animais controle. Quando foi analisada a quantidade de embrides produzidos por cada um dos
20 animais testados em cada grupo, o teste estatistico de Kruskal-Wallis demonstrou
diferencgas significativas (p<0,05) entre os animais controle ¢ os irradiados com 40, 50 e
60 Gy. Comparando as doses de 20 e¢ 50 Gy também foram encontradas diferencgas

significativas no numero de embrides produzidos.

Com base nos dados apresentados na Tabela 2 acima, aplicando-se a formula de
regressao linear simples foi obtido um coeficiente de determinacao igual a 67,27%. A partir
desse resultado, pode-se afirmar que a exposicao a radiagao gama de alta taxa de dose explica

aproximadamente 70% do aumento na fecundidade dos animais irradiados.

Esse aumento na fecundidade dos animais, decorrente da exposicdo a radiagdo gama
de alta taxa de dose, esta representado na Figura 11 abaixo, confirmando que a reta permanece

dentro da faixa de erro estipulada para cada grupo.
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Figura 11 - Representacéo grafica da influéncia da radiacdo gama de alta taxa de dose

sobre a fecundidade dos animais.

A Figura 12 a seguir, sugere que o efeito estimulador da radiagdo gama de alta taxa de

dose sobre a producao de embrides nos individuos irradiados tende a se adequar ao modelo

gaussiano.
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Estimulo na producio de embrides pelos animais
irradiados
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Figura 12 - Modelo Gaussiano dos efeitos da radiacdo gama de alta taxa de dose sobre a
producéo de embrides pelos animais irradiados.

Segundo a Figura 12 acima, pode-se inferir que o nimero de embrides produzidos
aumenta proporcionalmente com a dose até alcangar seu ponto maximo na dose de 45 Gy,

onde comega a decrescer.

4.2 Andlise dos efeitos da radiacdo gama sobre a fertilidade do Biomphalaria glabrata.

Embora a irradiagdo tenha ocasionado um aumento na fecundidade dos animais
expostos, seus descendentes ndo chegaram aos estagios finais do desenvolvimento
embrionario, morrendo antes da eclosdo, conforme apresentado na Tabela 3. Nesse caso, os
efeitos da radiag@o ionizante sobre a fertilidade dos caramujos podem ser observados segundo

os parametros: percentual de embrides eclodidos, mortos e malformados.
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Tabela 3 - Percentuais de embrides eclodidos, mortos e malformados, em fungéo das
doses de radiacéo absorvidas pelos caramujos adultos.

» . Embrides inviaveis
Dose (Gy) Embrides eclodidos (%)
Mortos (%) Malformados (%0)

0 97,4 0,9 1,7
20 5,2 8,9 85,9
30 3,6 10,6 85,8
40 0,3 20,7 79,0
50 0,2 242 75,6
60 0,1 26,7 73,2

Os resultados da Tabela 3 mostraram que menos de 6% da progénie dos individuos
expostos chegou a eclosdo, indicando assim uma pequena taxa de reparo celular das lesdes
ocasionadas pela radiagdo. Observou-se ainda que, para as doses acima de 40 Gy, a propor¢ao
de embrides sobreviventes foi minima, com menos de 0,4% dos embrides eclodidos, sendo
observado também que a dose de 60 Gy ocasionou a menor quantidade de embrides

sobreviventes (0,1%).

A porcentagem de embrides malformados também acompanha um decréscimo a
medida que as doses vao se tornando mais altas; possivelmente devido ao fato de que, para
tais doses, o nimero de embrides mortos ja no inicio do ciclo embrionério ¢ maior, impedindo
que esses animais alcancem os estagios mais avancados do desenvolvimento, onde sdo
caracterizadas as malformagdes. Entretanto, a propor¢do de malformagdes tende a crescer a
medida que passa mais tempo ap6s a irradiacdo. Foi averiguado que apos o terceiro dia de
coleta a proporcdo de embrides malformados sofria um aumento em relagdo aos dois

primeiros dias.

A quantidade de embrides mortos mostrou-se diretamente proporcional as doses de
radia¢do administradas; entretanto foi observado que ao contrario do percentual de embrides
malformados, a porcentagem de embrides mortos encontrados nas desovas tende a diminuir

apods o 3° dia de coleta.
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Tomando como base a descri¢do de Geleinkirchen (1966) para as anormalidades e
mortalidade dos embrides, considerou-se que para a obtencao de resultados fidedignos, cada

desova coletada deveria ser observada pelo menos no 2° dia e no 10° dia apds a ovoposigao.

O 2° dia caracteriza o0 momento no qual os embrides encontram-se na fase de gastrula
(KAWANO et al., 1992), e a partir de entdo comecam a surgir as malformacdes, seguindo-se
da morte do embrido. O 10° dia apds a ovoposi¢do determina aqueles embrides que
apresentaram dificuldades para eclodir, considerando que todos os embrides controle ja

estavam eclodidos, assim seriam também incluidos na categoria de malformados (Figura 13).

Figura 13 - Desovas de caramujos Biomphalaria glabrata irradiados, demonstrando os
efeitos da radiacdo gama sobre sua progénie. A - Desova apresentando embrides mortos.
Destaque para um ovo vazio (seta preta) e outro com embrides gémeos (seta branca)
(35X); B - Desova mostrando uma exogastrula (seta) e os demais embrides mortos (35X);
C - Desova contendo diversas malformacGes e dois embrides aparentemente normais
(setas) (35X).
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Uma dificuldade encontrada durante a execu¢do deste trabalho foi a auséncia de
registros iconograficos na literatura dos efeitos da radiagdao ionizante sobre a fertilidade dos

moluscos.

A literatura consultada sequer dispunha de registros fotograficos coloridos das fases
embrionarias do caramujo Biomphalaria glabrata, de modo que torna-se bastante dificil a
analise de mutacdes, quando ndo se tem registro dos padrdes normais. Apenas Magalhaes
et al. (2003) apresentam fotografias das desovas observadas em seu experimento, porém essas
fotografias registram apenas algumas fases do ciclo embrionario do animal, nao
demonstrando mortes ou malformagoes, em vista da auséncia de atividade do extrato testado

sobre as desovas.

Assim, ¢ de grande importancia as fotos aqui publicadas de todas as fases do ciclo
embrionario do molusco B. glabrata, bem como o registro de algumas das mutagdes que

podem ocorrer quando da exposicao destes animais a agentes teratogénicos.

A observagdo dos moluscos durante 60 dias, para registro da recuperaciao dos indices
normais de fertilidade, permitiu averiguar que no decorrer do experimento, a quantidade de
ovos produzidos pelos animais vai diminuindo a medida que passam mais tempo no
isolamento. Por esse efeito ser observado tanto nos animais controle, quanto nos animais
irradiados, existem indicagdes de que o isolamento ¢ um fator inibidor da fecundidade,
levando-se em consideracdo a preferéncia desta espécie pela reprodugdo cruzada

(CIMERMAM; CIMERMAM, 2001; NAKANO et al., 2003; NEVES, 2004).

Conforme aumentava o tempo em que 0s animais encontravam-se separados do grupo,
o nimero de desovas diminuia, sendo constatada uma diminuicdo em 90% na quantidade de

embrides produzidos pelos animais durante esse periodo de 60 dias de observacao.

Os resultados da recuperagdo da fertilidade dos animais irradiados, niao
ratificaram os achados por Tallarico et al. (2004); contrariando os resultados
deste trabalho, ndo foi encontrada recuperacdo completa da fertilidade. Porém,
vale salientar que no experimento desenvolvido por Tallarico et al. (2004),
os animais ndo ficavam isolados durante todo o periodo de observacao,

sendo colocados em companhia de outro individuo para a fecundacdo cruzada, em média
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a cada 7 dias; permanecendo acompanhados por 24 horas. Além disso, a taxa de dose
da fonte radioativa utilizada foi consideravelmente menor que a utilizada neste trabalho, assim

como as doses de exposigao.

Apesar do melhoramento na qualidade dos embrides produzidos ao longo dos 60 dias
posteriores a exposi¢ao radioativa, esta melhoria ndo foi constatada em todos os animais do
grupo; de fato mesmo aqueles que se recuperaram, ndo o fizeram na totalidade da desova
depositada, sendo observado que sempre estavam presentes embrides invidveis que nao

conseguiam se desenvolver.

A porcentagem de inviabilidade variou de individuo para individuo; e em cada uma
das semanas de observacdo. Em algumas semanas os indices de embrides invidveis estavam
em torno de 30%, em outras, porém, os indices de inviabilidade alcangaram 70%, sem que

fosse observado o seguimento de um padrao nessas oscilagdes.

O periodo de aumento no nimero de embrides vidveis produzidos por cada grupo de
animais analisados também nao foi uniforme. Os animais irradiados com 20 e 30 Gy
apresentaram melhoria na viabilidade das desovas 40 dias apos a irradiagdo; os animais
irradiados com 40, 50 e 60 Gy apresentaram aumento nos indices de embrides viaveis apos 50

dias da irradiagao.

Deve ser levado em consideracdo na analise dos embrides sobreviventes a irradiacao,
que conforme a literatura, nem todos os animais de uma mesma massa de ovos eclodem ao
mesmo tempo (PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1964a; OKAZAKI et al., 1996). Essa
caracteristica foi constatada também neste trabalho, onde cerca de 90% dos embrides controle
contidos nas desovas eclodiram em torno do 8° dia, ¢ os demais no 9° ou 10° dia, quando a
analise foi finalizada, e os animais ndo eclodidos foram incluidos na categoria de

malformados.

Em relacdo ao tempo de eclosdo, observou-se que alguns embrides originados dos
individuos irradiados apresentavam-se aparentemente normais no interior do ovo, embora
retardados em seu periodo de eclosdo. Alguns chegavam a eclosdo dentro de 12 a 15 dias,
outros porém ndo conseguiram eclodir, até que morreram dentro da cépsula ovifera. Este fato

indica uma possivel alteracdo, na fun¢ao da estrutura responsavel por proporcionar a eclosao
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do embrido no periodo oportuno. Esta observagao esta de acordo com teorias apresentadas por

Perlowagora-Szumlewicz (1964a); Okazaki et al. (1996) e Melo (1998).

Embora ndo se conheca até o0 momento qual estrutura ¢ a responsavel por proporcionar
a eclosdo dos animais, alguns autores estimam que seja através de movimentos continuos da

radula que a membrana do ovo seja rompida (OKAZAKI et al., 1996; MELO, 1998).

Todas as observagdes aqui descritas dos efeitos da radiagdo gama de alta taxa de dose
sobre a fecundidade e fertilidade de moluscos B. glabrata, corroboram as observagdes de
Azevedo et al. (2004) sobre a alta radiosensibilidade da ovotestis.

4.3 Analise das taxas de mortalidade dos animais adultos irradiados
A Tabela 4 apresenta os percentuais de animais adultos que morreram dentro de 15

dias apos a irradiacdo. Pode-se observar que a radiagdo teve efeitos letais sobre os animais,

principalmente para as maiores doses administradas.

Tabela 4 - Porcentagem de moluscos B. glabrata mortos, até 15 dias apds a irradiacéo.

Dose administrada por grupo (Gy) Mortalidade por grupo (%)

0 0
20 10
30 10
40 10
50 30
60 35

Os dados da Tabela 4 demonstram o aumento na taxa de mortalidade dos caramujos
adultos expostos as maiores doses de radia¢do, indicando assim a ag¢do letal da radiacdo gama

sobre esses animais, corroborando com os dados encontrados por Farvar e Cember (1969) e
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Motta et al. (2001). Os dados indicam ainda, que nenhuma das doses testadas conseguiu

eliminar mais de 35% da populagdo exposta dentro do periodo de 15 dias de observacao.

Despertou interesse neste trabalho o fato de que as mortes dos animais adultos
irradiados s6 comegaram a aparecer 6 dias apos a exposi¢do, sendo que mais de 90% dessas

mortes ocorreram 8§ dias apds a irradiacao.

Segundo Ruelas et al. (2006), os caramujos letalmente irradiados cessam ou diminuem
sua alimentacdo antes da morte. Esse fendmeno foi confirmado neste experimento, onde se

observou que os animais encontrados mortos nao haviam se alimentado da alface.

No intuito de avaliar qual a dose minima de radiagdo que deve ser utilizada para que
sejam observados efeitos de infertilidade nos animais expostos, aplicamos o teste de Kruskal-
Wallis analisando as diferencas entre as respostas ocasionadas pelas diferentes doses de
radiagdo administradas neste experimento. Os resultados indicaram que entre as doses de 20 e
30 Gy, e entre as doses de 40, 50 e 60 Gy ndo existiram diferengas significativas nos efeitos
ocasionados sobre a fertilidade dos individuos expostos, representados através do percentual

de descendentes mortos, malformados e eclodidos (p>0,05).

Esta informagdo tem particular importancia quando se almeja estabelecer protocolos
para controle de populagdes, onde se faz necessaria a obtengdo de resultados em um tempo
minimo possivel, com menor manipulacdo da fonte radioativa. O baixo indice de embrides
viaveis produzidos pelos animais irradiados com 20 e 30 Gy também ganha importancia como
uma maneira efetiva de controlar a propagacdo da espécie no ambiente, sem ocasionar

desequilibrios ecoldgicos decorrentes da morte dos animais irradiados.

Levando-se em consideragdo a maior radiosensibilidade do B. glabrata quando em
coldnia do que em isolamento sexual (MOTTA; MELO, 1997b; MOTTA et al., 2001), espera-
se que no seu habitat natural, no qual os caramujos encontram-se agrupados, os efeitos da
radiacdo gama de alta taxa de dose sejam ainda mais expressivos sobre a fecundidade e

fertilidade dos mesmos.

Os resultados obtidos sugerem a continuidade dessa pesquisa através de

estudos utilizando doses maiores de radiacdo, para obtencdo da mortalidade de
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50% dos individuos expostos em 15 dias; bem como estudos dos efeitos da radiagdo gama

sobre caramujos B. glabrata, em intervalos de doses menores do que 10 Gy.

Estudos de biologia molecular, mais direcionados para o aprofundamento no
conhecimento dos efeitos biologicos das radiagdes ionizantes sobre os seres vivos; assim
como o estudo dos efeitos da radiagdo gama de alta taxa de dose sobre o controle
populacional de moluscos B. glabrata em seu habitat natural, levando em consideragdo seus

habitos e interagdes com o ambiente, serdo de grande valia.
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5. CONCLUSOES

» A radiagdo gama de alta taxa de dose ocasionou um aumento na fecundidade dos
animais irradiados com 20, 30, 40, 50 e 60 Gy, quando comparados aos individuos

controle;

» A radiagdo gama de alta taxa de dose, contudo, acarretou uma diminui¢ao nos niveis
de fertilidade dos animais irradiados, sendo observado que mais de 94% de seus
descendentes ndo chegaram aos estagios finais do desenvolvimento embrionario,

morrendo antes da eclosdo;

» Com base na metodologia proposta nesta pesquisa, os resultados indicam que as doses
de 20 e 30 Gy s3o as mais adequadas no controle da reproducdo dos caramujos da
espécie Biomphalaria glabrata, sem que ocorram taxas de morte significativas entre

0s animais expostos;

» As doses de 50 e 60 Gy devem ser empregadas com cautela, com o intuito de se evitar
desequilibrios ecoldgicos, visto que levaram a mortalidade de pelo menos 30% da

populagdo exposta;

» A radiagdo gama de alta taxa de dose apresentou grande potencial como agente
moluscicida ou de controle populacional de caramujos Biomphalaria glabrata,

podendo vir a auxiliar no controle da esquistossomose mansonica.
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