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Os moluscoBiomphalaria glabrataapresentam caracteristicas que permitem que ssjts apontados
como um modelo animal ideal para monitoramentordbientes expostos a agentes fisicos e quimicos.
O presente trabalho avaliou o efeito da radiaca@amte de Cobalto-60 em hemdcitos, presentes na
hemolinfa deBiomphalaria glabrata com o objetivo de utilizar estas células comoicadores da
presenca de radiacdo em ambientes aquéticos. Qssauel foram divididos em cinco grupos: um
controle e quatro submetidos as doses de 25, 3% 85 Gy de radiacdo gama. Apos 48 horas da
irradiacdo, a hemolinfa dos moluscos foi coletada éminas foram preparadas e coradas com Giemsa
para analise em microscopio Optico. A andlise issizd foi realizada utilizando ANOVA e teste de
Tukey, p <0,05. Os resultados demonstraram queneruitotal de células ap0s a irradiacéo baixou em
comparacao ao controle, exceto na dose de 55 GwnRua andlise dos resultados, foram observadas
alteracdes morfolégicas em hemdécitos de moluscbmetidos as doses de 35, 45 e 55 Gy. Estas
modificacdes consistiram de formacdo de nlcleobhblbdos e pontes nucleoplasméaticas. Outra
alteracado celular foi exclusivamente observadaxpasicao de 55 Gy, onde os hemdcitos apresentaram
nacleos disformes e vacuolizacdo no citoplasmaestivp de apoptose celular. Conclui-se que os
hemdécitos sdo sensiveis a radiacdo e podem savsusatho indicadores da presenca de altas doses de
radiagdo ionizante em ambientes aquaticos.
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The mollusc Biomphalaria glabrata have charactesighat allow them to be identified as an animal

model ideal for monitoring areas exposed to chelmaggnts and physical. This study evaluated the
effect of ionizing radiation from Cobalt-60 in haeoytes present in the hemolymph of Biomphalaria
glabrata, with the goal of using these cells ascatdrs of the presence of radiation in aquatic
environments. The mollusks were divided into fiveups: one control and four subjected doses of 25,
35, 45 and 55 Gy of gamma radiation. After 48 hafrgradiation, the clam hemolymph was collected

and slides were prepared and stained with Giemsarfalyses under a light microscope. Statistical
analysis was performed using ANOVA and Tukey's, tpsk0.05. The results showed that the total
number of cells after irradiation reduced compaedontrol except at a dose of 55 Gy. During data
analysis, morphological changes were observed émbaytes of mollusks subjected to doses of 35, 45
and 55 Gy. These modifications consisted of nuclbilsbulated and nucleoplasméticas bridges.
Another change was exclusively observed in thaulzllexposure of 55 Gy, where hemocytes showed
misshapen nuclei and cytoplasm vacuolization, sstjjge of apoptosis. It is concluded that hemocytes
are sensitive to radiation and can be used asatati of the presence of high doses of ionizindatamh

in aquatic environments.
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1. INTRODUCAO

z

Para o estabelecimento da condicdo homeostaticangoientes naturais é necesséario que
seja realizado monitoramento destas areas par#iitesstomada de ac¢des corretivas quando
necessério [1]. Entretanto, O monitoramento e s do risco dos ambientes impactados
ndo podem ser baseados exclusivamente em analifegcas de amostras ambientais, pois
estas analises ndo sdo apropriadas na indicacéuiedo dos efeitos deletérios causados por
contaminantes e por agentes fisicos, como a raxiag&ante, na biota [2,3].

Desta forma, para avaliar os impactos de polueptesentes no ambiente, é pertinente que
sejam mensurados os efeitos que estes agentesmcauss organismos vivos destes
ecossistemas, por meio do biomonitoramento ambigtitaO biomonitoramento consiste na
analise das respostas de organismos vivos as naglaprridas no ambiente, geralmente
causadas por acfes antropogénicas [5].

Considerando o ambiente aquético, tem-se que assoadBiomphalaria glabrata devido
as suas caracteristicas bioldgicas e ambientaésn ala ampla distribuicdo geogréfica e
interferéncia sobre a satde humana, como vetamriatBario da esquistossomose mansonica,
tem se apresentado como 6timo modelo experimepakibilitando a avaliagdo de efeitos
produzidos por agentes fisicos e quimicos no artdieém de viabilizar a padronizacdo de
metodologias de controle populacional, ou como nbiigkdores e biomarcadores de
interferentes ambientais [6,7,8].

Alguns trabalhos apresentados na literatura utilizaoluscos em técnicas que tém como
base a avaliacdo das alteracdes ocorridas em hesjécélulas circundantes presentes na
hemolinfa [9,10]. Essas alteracdes geralmente dmtes da acdo de agentes quimicos, que
causam danos no DNA, como aneuploidias.

No caso da radiagdo ionizante, os efeitos na céelé&raduzem em mudangas ocorridas
durante a duplicacdo ou no reparo de danos no MNBNA est4 sujeito a basicamente dois
tipos de danos radioinduzidos: mutacdes génicasebrgs do DNA (agentes clastogénicos),
acarretando falhas na divisdo celular. Isto podarlé morte celular ou a efeitos variados,
mesmo depois de varios ciclos mitéticos [11].

Entre os danos que a radiacdo ionizante pode caasacélulas, tem-se a formacdo de
dicéntricos, [12]. Essa aberracdo pode acarretaralgho de pontes nucleoplasmaticas (NPBs),
gue ocorre entre os nucleos de células filhas,demaoser visualizadas em microscopia. Este
tipo de aberracdo ocorre devido a formacdo de @gesomos dicéntricos, quando os dois
centrdbmeros sdo puxados para lados opostos da a&ubnéafase (fase da divisdo celular),
resultando na formagéo da ponte nucleoplasmatijaPbrtanto, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar os efeitos da radiacéo ionizargeCabbalto-60 em hemdcitos 8egomphalaria
glabrata bem como, propor uma nova metodologia de maitento de ambientes aquaticos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Selecao dos Animais

Foram utilizados moluscddiomphalaria glabrataimelanicos) oriundos de S&o Lourengo da
Mata — PE e mantidos no moluscario do DepartameetaBiofisica e Radiobiologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Fordecigerados 50 animais de acordo com
0s seguintes critérios: Adulto jovens, sexualmendeluros, diametro da concha entre 10 a 14
mm e idade minima de 2 meses.

2.2. Irradiacdo de Moluscos Adultos

Os moluscos selecionados foram irradiados na fd@f8Co Gammacell@taxa de dose de
6,912 kGy/h) do Departamento de Energia NucleaUd&ersidade Federal de Pernambuco
(UFPE/Brasil). Foram utilizadas as doses de: 2543% 55 Gy e o controle n&o irradiado. Para
cada dose foram realizadas cinco repetices. Fatdimados 10 animais para cada dose de
radiacao.
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2.3. Preparacao das laminas.

Foi coletada hemolinfa de cada moluddBmmphalaria glabratautilizado no estudo. A
hemolinfa foi coletada por meio da estimulagéo ssiva da regido podal do molusco. Apos a
estimulacao ha liberacdo da hemolinfa, sendo esttada imediatamente com o auxilio de uma
micropipeta.

Apés a coleta, foi gotejado em cada lamina de rmeaopia 0,1 mL da hemolinfa de cada
animal e, em seguida, foi adicionado 0,1mL de uohacdo de Ringer em EDTA a 10 mM. As
laminas foram incubadas por 30 minutos em camaidairdecorrido o tempo de espera, as
células foram fixadas com uma solugéo de glutaicgdd® 1% com Ringer, por 5 minutos.

Posteriormente, as células foram enxaguadas cogeRéncoradas com solucdo de Giemsa a
5% por cinco minutos. Apds esse processo, as l&nfiimam lavadas e secadas em temperatura
ambiente e levadas para serem analisadas em adipioptico (Medilux) com aumento de
100x.

2.4. Contagem das células e andlises morfoldgicas

Para as contagens de células foram preparadasakiroomo se segue: 5 animais foram
utilizados para a preparacdo de cinco laminas, para cada animal. As laminas foram
contadas e analisadas em sua totalidade e o nuotafae hemdcitos foram registrados em
planilhas. A morfologia dos hemdcitos foram anaé&sae registradas em microscopio optico
(Leica CW4000).

2.5. Andlise estatistica

As comparacfes estatisticas entre os numeros déchliesy por dose de radiacdo, foram
realizadas utilizando a ANOVA e o teste de Tukewy edvel de significAncia de 5% e p<0,05.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Os hemdcitos presentes nas amostras da hemolitdtadas deBiomphalaria glabrata
expostos e ndo expostos a alta dose de radiacda Y&m foram analisados quanto a
radiossensibilidade.

Pode-se observar na Tabela 1, o numero total dédi® originarios dos moluscds.
glaﬁk())rata expostos as doses de 0 (controle néo irradia@d)3% 45 e 55 Gy de radiacdo gama
de”Co.

Tabela 1: Hemdcitos originarios dos moluscos ireatbs e ndo irradiados.

Dose (Gy) Numero total de células NUmero médioalelas
0 5042 1008
25 4442 888,4
35 3334 666,38
45 4799 959,8
55 5678 1136

Conforme se pode observar pela Tabela 1, as qade8dde hemocitos dos animais
irradiados com as doses de 25, 35 e 45 Gy apresentana diminuicdo quando comparados
ao grupo controle (0 Gy), sendo a hemolinfa dosusaals irradiados com dose de 35 Gy a que
apresentou o menor numero de células por laminatisadas ¥ 1000 por laminas). A
hemolinfa dos animais expostos a dose de 55 Ggapia aumento do nimero de hemdacitos
em relacdo aos demais grupos experimentais e mndrdeste estatistico utilizando a ANOVA
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mostra que as médias entre o niumero de célulagslpses de 35 e 55 Gy sao significativamente
diferentes entre si para o teste utilizado.

A comparacdo da radiossensibilidade de diferemnteadens celulares indica que as células
gue se dividem rapidamente sdo mais radiossensiugsas de reproducdo lenta (lei de
Bergonié e Tribondeau), embora esta regra tenhecégs (linfocitos e alguns melanomas).
Quando se analisa a radiossensibilidade dos hevaGd#@B. glabratg pode-se verificar que
todos 0s grupos experimentais mostraram alteragesiimero de células e alteraces
morfolégicas. Estas modificacdes seguem o prinapitei mencionada anteriormente.

Durante a andlise dos resultados foram observatremtes alteracbes morfolégicas nos
hemadcitos dos moluscos submetidos as doses de536, 36 Gy de radiagdo gama. Estas
modificacdes consistem na formacédo de ndcleo Héwloue pontes nucleoplasmaticas, como
vistos na Figura 1.

Figura 1: Alterag8es encontrados na hemolinfa deglBbrata irradiados nas doses de 35, 45 e 55 Gy.
(A) Nucleo bilobulado; (B) pontes nucleoplasmaticas

Experimentos realizados por Zafalon-Silva [14], cpeixes dulcicolas da espédistyanax
spp., Teleostei: Characidae expostos a poluenésepies nas aguas do Arroio Padre Doutor no
Rio de Janeiro, demonstraram que as células etdtrias (células circundantes), presentes no
sangue periférico destes peixes, apresentaram ondmlebulado, semelhantes as células
encontradas no nosso trabalho, indicando que gesa&lé alteracdo é decorrente da acao de
agentes poluentes.

Fenech [13] descreveu a formacdo de pontes nuékmplicas em linfécitos humanos,
originadas provavelmente quando os centrémerosoteossomos dicéntricos sdo puxados para
polos opostos durante a anafase. Neste caso, o @Biditante da ponte é recoberto pelo
envoltério nuclear. Essa alteracao celular despeta autor pode ter sido o mesmo fator que
acarretou a formagdo de pontes nucleopldsmaticashémocitos deB. glabrata, pois a
formacao de dicéntricos € um evento radioinduzido.

Outra alteracdo celular foi exclusivamente observddrante a analise microscopica dos
hemacitos originarios dos caramujos expostos a desB5 Gy. Os hemdcitos apresentaram
nucleo disforme e inimeros vacuolos no citoplagigu(a 2).
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Figura 2: Alteracdes em hemdcitos de Biompgalarabgata submetidos a 55 Gy de radiacdo gama de
Co.

Estas caracteristicas sdo sugestivas de inducapafgose celular. Estudos realizados por
Pavlica [9] com bivalve . polymorha) e o0 gastropoda P( corneuy expostos ao
pentaclorofenol (PCP) nas concentracGes de 45® qu§0, também detectou células com as
mesmas caracteristicas, sugerindo, também, quataga de apoptose celular. Pavlica (2000)
sugeriu que a apoptose dos hemdcitos ocorreu déagéo do PCP inibindo as bomba dé& Ca
Sabe-se que uma das causas da apoptose esta digmddveis de calcio dentro da célula
[15,16].

O estimulo para apoptose radioinduzida parece eskacionado ao numero de quebras
produzidas no DNA, a taxa com que elas ocorremapidez e eficiéncia do sistema de reparo
[17]. Presumindo que o DNA seja o alvo inicial papmptose radioinduzida, a resposta celular
ao dano na forma de reparo do DNA pode levar aenzatular [18,19]. Desta forma, sugere-se
gue a apoptose surgida nos hemdcitos irradiadoseacdevido a a¢do da radiagdo sobre o
DNA da célula.

As diversas alteracdes nucleares citadas, ndo fordnicos achados experimentais neste
trabalho. Observa-se também que a radiacdo ioeizaduziu outras alterages no DNA das
células, como o aparecimento de micronucleos.

4. CONCLUSAO

Os resultados indicam que os hemdcitosBadmmphalaria glabratasdo radiossensiveis e,
portanto, podem ser utilizados como indicador deale altas doses de radiacéo ionizante em
ambientes aquéticos.
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